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Veranderungen einfacher aminostickstoffhaltiger 
Substanzen in Mycel und Kulturmedium 
wihrend des Wachstums von Streptomyces spec. 


Von 
NORBERT PFENNIG* 


Mit 2 Textabbildungen 
(Hingegangen am 13. April 1956) 


Innerhalb des gesamten Stickstoffumsatzes gewann der Aminosauren- 
stoffwechsel von Mikroorganismen in neuerer Zeit besonderes Interesse 
durch seine engen Beziehungen zum Auf- und Abbau des ZelleiweiBes, 
wenn auch alle bisherigen Ergebnisse noch nicht zu einem eingehenderen 
physiologischen Verstindnis der Proteinsynthese selbst fiihren konnten 
(FILDES u. VAN HEYNINGEN, 1953; NeuRaTH u. BAILEY, 1954; Fry, 1955; 
WessTER, 1955). Auf jenem Wege ergab die eingehende Kenntnisnahme 
aller Begleiterscheinungen des Hiweifaufbaus wesentliche Aufschlisse ; 
so z. B. die Analysen der freien Aminosiuren der Organismen auf Grund- 
lage der Kenntnis ihrer Biosynthesen (GALE, 1953; GALE u. FOLKES, 
1954; Miertinen, 1954; VIRTANEN, 1955; CHRISTENSEN, 1953; PAECH, 
1955; ToENNIES u. SHOCKMAN, 1953; FosTER u. PERry, 1954; Hat- 
VORSON u. SPIEGELMAN, 1953; Katine, 1955; Woops, 1948). Einige der- 
artige Befunde sind im Zusammenhang mit friheren Untersuchungen 
naiher besprochen worden (PFENNIG, 1956). 

Besonders angeregt durch die Antibioticaforschung wurden zahlreiche 
N-haltige Verbindungen als Stoffwechselnebenprodukte bekannt, deren 
Biosynthese mit den Vorstufen des HiweiBstoffwechsels in Beziehung 
stehen muBte. Aus diesem Grunde haben Untersuchungen tiber die 
Penicillinbildung bei Penicillium chrysogenum-Stammen erstmals zu 
qualitativen Analysen der freien Aminosauren gefuhrt, welche von diesen 
Organismen aus dem Kulturmedium aufgenommen und daran abgegeben 
werden (FromaGEoT u. Mitarb., 1949). Gleichartige Untersuchungen 
fiihrte Barton-Wricut (1949) erstmals bei Hefen in Wiirze-Nahrlosung 
aus. 

Es zeigte sich immer wieder, da8 Mikroorganismen mit den z. B. aus 
anorganischen N-Quellen gebildeten organischen Verbindungen keines- 
wegs so ,,0konomisch‘‘ umgehen, wie man es sich zunichst vorstellen 
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mochte (vgl. auch Pererson, 1955). Ein physiologisches Verstandnis der 
im Organismus bestehenden. Zusammenhinge mit den extracellular auf- 
tretenden N-haltigen Substanzen sollte sich durch das Auffinden ihrer 
Beziehungen zum Aminosiiuren- und Eiweifstoffwechsel in ahnlicher 
Weise ergeben, wie dies fiir die frei auftretenden Zwischen- und End- 
produkte der Kohlenhydratverarbeitung bei der zanehmenden Kenntnis 
des Kohlenhydratstoffwechsels der Fall gewesen ist. Dariiber hinaus tritt 
die Frage auf, ob die N-haltigen Ausscheidungen nicht weitgehend durch 
die Bedingungen der kiinstlichen Massenkultur verursacht sind. Werden 
die Organismen durch deren einseitige und extreme Verhaltnisse zu 
physiologischen Leistungen bestimmt, die man sich mit FostrrR (1949) — 
in Parallele zu den Erscheinungen im Kohlenhydratstoffwechsel — als 
, shunt-“* oder ,,overflow-metabolism* vorzustellen hat, oder gehéren sie 
doch in quantitativ mehr oder weniger veranderter Form zu den Funk- 
tionen, die dem Organismus auch unter ,,natiirlichen Verhaltnissen“ eigen 
sind. Auf Grund seiner Untersuchungen tiber ,,Mineralyse“ betont 
C. NEuBERG die groBe Bedeutung der von ihm untersuchten Gruppen 
von organischen Substanzen fiir die Auflésung und das Verfiigbarmachen 
von Mineralstoffen durch Mikroorganismen im Boden (NEUBERG u. 
Manpi, 1948; Manpu u. Mitarb., 1952, 1953). Wirksam erwiesen sich 
dabei die gleichen Substanzen, welche als organische Substanzausschei- 
dungen auftreten. Diesen Aspekt diskutierte schon Foe (1951) bei seinen 
Untersuchungen N-haltiger Ausscheidungen von Blaualgen. Abgesehen 
von solchen, dem Organismus selbst zugute kommenden Verhiiltnissen, 
spielen jegliche Substanzausscheidungen natiirlich eine grundlegende 
Rolle bei den symbiontischen und metabiontischen Lebensvorgingen, 
wie sie ja in allen nicht mit Reinkulturen bewachsenen Substraten gegeben 
sind (vgl. RippEL-BaLpEs, 1955; NurMrIKKo, 1954). 

Das Auftreten extracelluliirer N-haltiger Substanzen wurde schon seit 
langem zunachst mehr quantitativ untersucht, besonders bei Hefen, in 
neuester Zeit aber auch bei verschiedenen anderen Mikroorganismen (vgl. 
die Literaturtibersicht). 

Die vorliegende Arbeit entstand aus dem bei friiheren Stoffwechsel- 
untersuchungen an Strahlenpilzen (BROCKMANN u. PFENNIG, 1953; 
PFENNIG, 1953) gewonnenen Interesse am Stickstoffumsatz von Mikro- 
organismen. Sie kniipft an Vorversuche an, in denen beobachtet wurde, 
daB selbst ganz junge Streptomyces-Kulturen bei Nitrat als Stickstoff- 
quelle groBere Mengen Aminosiuren und andere ninhydrinpositive Sub- 
stanzen in die Nahrlésung abgaben. Um diese Erscheinung eingehender 
zu untersuchen, sollten zuniichst die Art und Menge der in Mycel und 
Kulturmedium wahrend des Wachstums einer Streptomyces-Kultur auf- 
tretenden freien Aminosauren durch fortlaufende Analysen bestimmt 
werden. Die sich daraus ergebenden Beziehungen der untersuchten 
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Substanzen zu dem ganzen WachstumsprozeB sollten die Grundlage fiir 
eingehende Hinzelanalysen schaffen. 

Im folgenden wird eine kurze Zusammenstellung der dlteren undneueren 
Arbeiten gegeben, welche sich thematisch speziell mit den Problemen des 
Auftretens Amino-N-haltiger Verbindungen in den Kulturfiltraten von 
Mikroorganismen befaft haben. Eine zusammenfassende Darstellung der 
diesbeziiglichen Entwicklung ist in den Arbeiten des letzten Jahrzehnts 
nicht gegeben worden. 


Unberiicksichtigt bleiben also in dieser Arbeit alle als Ausscheidungen auf- 
tretenden zusammengesetzten Amino-N-haltigen Verbindungen (Peptide, Proteine 
u.a.). Der verwendete Streptomyces-Stamm scheidet z. B. ganz sicher auch in 
friihen Wachstumsstadien eine Reihe von Proteinen allein in Form folgender 
Ektoenzyme aus: Proteinasen, Peptidasen, Amylasen, Chitinase. 


Literaturiibersicht 


A. Mayer (1868) berichtet, als er erstmals verschiedene organische Substanzen 
auf ihre Hignung als N-Quelle fiir die Hefe untersuchte, da8 Tuinarp der erste 
war, welcher bei Hefe — durch Stickstoffbestimmung vor und nach der Garung in 
reiner Zuckerlosung — eine Erniedrigung ihres N-Gehaltes nachgewiesen hat. 

PasTEuR (1860) gelang es dann mit verbesserten quantitativen Methoden zu 
zeigen, da die Stickstoffmenge, welche in der an Trockensubstanz vermehrten 
Hefe fehlte, im Nahrmedium zu finden war, und daB es sich dabei nicht um Ammo- 
niak handelte. Auf Grund der Tatsache, da ein groBer Teil der wahrend der Garung 
ausgeschiedenen N-haltigen Substanz bei Zusatz zu frischen Garansitzen nicht als 
N- Quelle ausgenutzt werden konnte, postulierte Mayer (1868) einen ,,Umsatz der 
N-haltigen organischen Substanzen“ in der Hefe, ,,der zu dem der N-freien orga- 
nischen Substanzen (vulgo Garung) in so inniger Beziehung steht, daB beide sich 
vollig gegenseitig zu bedingen scheinen.“ 

Da Ammoniak als Ausscheidungsprodukt der Hefe ausgeschlossen war, bestimmte 
Haypvck (1881) in seinen Versuchen mit Asparagin als N-Quelle die Menge der 
abgegebenen N-haltigen Substanz durch Abzug des verbrauchten Asparagins 
(NH,-Bestimmung unter Druck) vom Gesamtstickstoffgehalt des Kulturmediums. 

In eingehenderen Untersuchungen priifte PrrncsuEm (1907) die Abhangigkeit 
der GréBe der N-Ausscheidung bei Hefe von der Menge der N- Quelle. Er arbeitete 

“mit Ammonsulfat und berechnete die Stickstoffabgabe aus dem Unterschied zwi- 
schen dem NH,+-Gehalt der Nahrlésung und dem Gesamt-N-Gehalt der Hefe. Die 
Versuche wurden mit so groBer Impfmenge durchgefiihrt, daB Wachstum praktisch 
ausgeschlossen war. Wahrend PRiNGsHEIM in N-freier Zuckerlésung nur eine geringe ~ 
Stickstoffabgabe feststellte, erzielte er durch steigende Mengen der N- Quelle eine 
Erhohung der Abgabe N-haltiger Substanzen. 

Mit der gleichen Methodik wie PrrnesHEem wies Lamprrr (1919) nach, daB etwa 
2/, der von der Hefe abgegebenen N-haltigen Substanzen wieder als N- Quelle ver- 
wendet werden konnten. 

Bei Garungen ohne N- Quelle stellten EvLER u. Finck (1926) eine N-Ausschei- 
dung bis zu 5% des Hefe-N-Gehaltes fest. Besonders der Gehalt an eyclischen 
Aminosauren der Hefe nahm in ihren Versuchen ab, und der ausgeschiedene Stick- 
stoff war hauptsachlich Amino-N (Aminosiuren). Auf Grund dieser Beobachtungen 
kamen Evuner u. Finck zu dem SchluB, da8 das Hefeeiweifs — wie dasjenige aller 
lJebenden Zellen — keine konstante Zusammensetzung besitzt, sondern diese sich je 
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nach dem physiologischen Zustand und dem Alter der Zellen andert. Mit jener Fest- 
stellung — die andeutungsweise bei ADOLF MaYEr (1868) bereits postuliert wurde — 
ist auf diesem Gebiet erstmals ein fiir alle neueren Arbeiten wesentlicher Gesichts- 
punkt erreicht. 

Ein damit zusammenhiangendes und fiir die Frage der N-Ausscheidungen grund- 
legendes Problem haben in den folgenden Jahren [wANorr u. KRUPKINA (1929) zu 
klaren versucht, namlich ,,in welchem MaBe dieses Auftreten des Stickstoffs mit 
dem GiarungsprozeB selbst und nicht mit dem Absterben der Hefezellen zusammen- 
hangt.“ Sie weisen darauf hin, daB RuspNer (1913) bereits die N-Ausscheidung wah- 
rend der Garung von der Autolyse abtrennte. IwANoFF u. KRuPKINA verwendeten 
reine Kulturen von vier Saccharomyces-Arten. Nach 24—48 Std dauernden Garun- 
gen auf Glucose fanden sie N-Ausscheidungen von 3,5—4,3% des Hefestickstoff- 
gehaltes bei unverinderter Zellenzahl, woraus sie auf einen direkten Zusammen- 
hang mit der Lebenstatigkeit schlieBen. DaB das Auftreten organischer N-Verbin- 
dungen im Kulturmedium mit dem GarprozeB selbst zusammenhangt, konnten sie 
dadurch zeigen, da8 in Gegenwart von nicht vergirbaren Zuckern keine N-Abgabe 
festzustellen war. Wurde Hefe nach der Garung vergleichsweise in Wasser bzw. 
Zuckerlosung gebracht, so betrug die N-Ausscheidung auf Wasser 1,79%, auf Saccha- 
rose 3,3°% des Gesamt-N-Gehaltes. 

Auf Grund von «-Amino-N-Bestimmungen kamen Iwanorr u. KRUPKINA zu dem 
Ergebnis, daB sich die bei der Garung auftretenden Ausscheidungen der Hefe durch 
ihren geringen Gehalt (14,8%) an «-Amino-N (vgl. jedoch EvLEr u. Frnox, 1926) 
von den Produkten des sekundaren Eiweifzerfalls (Autolyse in Abwesenheit von 
Zucker) unterscheiden. 

Die oben bereits erwihnten SchluBfolgerungen von EvLer u. Frvcxk (1926) iiber 
die Bedeutung des physiologischen Zustandes und des Alters der Zellen fanden erst- 
mals Beriicksichtigung in den Arbeiten von NIELSEN u. HartTetius (1937a u. 1937 b) 
sowie .iARTELIUS (1937), welche die GréBe der N-Abgabe der Hefe zu verschiedenen 
Zeitpunkten des Wachstums verfolgten. Die Autoren bestitigten Pasrrurs (1860) 
Feststellung, daB die Hefe keinen Ammoniak-N ausscheidet, und basierten deshalb 
ihre Bestimmungen — bei Ammonsulfat als N- Quelle (wie PRrnGsHEIM, 1907) — 
auf Gesamt-N-Bestimmung und Ammoniak-Restbestimmung in dem von der Hefe 
befreiten Kulturfiltrat. Diese Proben fiihrten sie alle 5 Tage iiber 56 Tage in 2 Ver- 
suchsreihen durch, die in bezug auf die Glucosemenge eine zu geringe und eine zu 
hohe N-Gabe enthielten. In der Phase der starksten Vermehrung, in welcher am 
meisten Stickstoff abgegeben wurde, schied die N-reiche Hefe iiber 30% des von ihr 
aufgenommenen Stickstoffs aus, die N-arme aber nur etwa 10%. Nach Verbrauch 
des Zuckers sistierte zunachst die Ausscheidung N-haltiger Substanzen, um dann 
spiter wieder zuzunehmen (Autolyse), wobei innerhalb der Versuchszeit die Aus- 
scheidungsmenge der wachsenden Hefe nicht erreicht wurde. In dieser Phase verlor 
die N-reiche Hefe 20—70%, die N-arme aber nur 10% ihres N-Gehaltes (vgl. 
PrinasuEim, 1907). Wurde der gleiche Versuch anstatt bei 20°C bei 8°C durch- 
gefiihrt (NreLSEN u. Harrenius, 1937b), so gab die Hefe wihrend des Wachstums 
die gleiche prozentuale Menge N-haltiger Substanzen ab, nach beendetem Zucker- 
verbrauch jedoch nur den fiinften Teil der Menge bei 20°C. 


In engerem Zusammenhang mit diesen Arbeiten steht noch die Untersuchung 
von RetnpeL u. Horry (1952), in welcher 50% der gesamten ausgeschiedenen 
organischen N-Verbindungen nach vaAN SLYKE als «-Amino-N identifiziert wurden, 
dessen Menge nach Saurehydrolyse noch um rund 30% zunahm. Die Autoren iiber- 
priiften und bestatigten papierchromatographisch — jedoch ohne qualitative Be- 
stimmung — die Anwesenheit von Aminosiuren und Peptiden und schlossen das 
Vorhandensein von Eiweifen aus. Weiterhin bestiitigten sie, daB die Ausscheidung 


Veranderungen einfacher aminostickstoffhaltiger Substanzen 113 


parallel zur Garung ansteigt, jedoch bei stérkerem Hefewachstum vermindert ist 
(vgl. die Kritik von Kartne, 1955). 


Durch alle diese Arbeiten, welche Schritt fiir Schritt ein bestimmtes 
Bild von der Ausscheidung N-haltiger Substanzen bei Hefen vervoll- 
standigen, ist —methodisch begriindet — ein gewisser Abschnitt gegeben. 
Den neueren, seit etwa 1945 erschienenen Arbeiten ist gemeinsam das 
Neuhinzukommen eingehender qualitativer — und teilweise auch halb- 
quantitativer — Bestimmungen der ausgeschiedenen Substanzen mit 
Hilfe der Papierchromatographie, und der dadurch erst erméglichte Ver- 
such, das Auftreten N-haltiger Verbindungen im Kulturmedium in engere 
Beziehung zum Stoffwechsel im einzelnen zu bringen. 


Die im weiteren zu nennenden neueren Arbeiten wurden nach den 
untersuchten Organismen gruppiert. Sie sollen hier nur kurz erwihnt 
werden, da auf einzelne ihrer speziellen Ergebnisse noch bei der Diskussion 
der eigenen Analysen eingegangen wird. 


a) Stickstoffbindende Cyanophyceen 

Die Abgabe von freien Aminoséuren und Peptiden durch Cyanophyceen, welche 
in N-freien Kulturmedien und bei Zugabe von NO,- und NH,* geziichtet wurden, 
beschrieben an Hand von papierchromatographischen Analysen Foce (1951) und 
WaTANnABE (1951). Foca kommt auf Grund seiner Versuche zu dem Ergebnis, daB 
die ausgeschiedenen Substanzen keine Autolyseprodukte seien, sondern ,,obligatory 
by-products of growth‘. Er diskutiert ihre mégliche Rolle bei der Lésung von Mi- 
neralstoffen (Phosphat) durch Komplexbildung und deren Bedeutung fiir den 
Mineralstoffhaushalt solcher Algen in natiirlichen Gewassern. HeNRIKSSON (1951) 
fand bei Collema nach 21 Tagen Wachstum in N-freier Nahrlésung 19—28% des 
gesamten Stickstoffs im Medium. 


6) Bakterien 

Proom u. Worwoop (1948, 1949) wiesen bei Proteus vulgaris in Caseinhydrolysat- 
Nahrlésung durch papierchromatographische Analyse neben dem Verschwinden 
zahlreicher beim Wachstum verbrauchter Aminosaiuren das Neuauftreten von zwei 
Peptidflecken in den Chromatogrammen (Ry-Werte gréBer als die der Aminosauren) 
nach. GALE (1951, 1953) fand fiir Staph. awreus bei Angebot bestimmter Amino- 
sduren-Kombinationen neben Glucose das Auftreten von Peptiden im Kultur- 
medium. Horcuxiss (1950) untersuchte den Stoffwechsel von Staph. awreus-Zellen 
bei Abwesenheit und in Gegenwart von Penicillin. Die etwa im gleichen Umfang vor 
sich gehende Aminosdurenverarbeitung fiihrte in Gegenwart von Penicillin an 
Stelle einer Zellproteinsynthese zur Bildung extracellularer Polypeptide. ZELrrcH u. 
Mitarb. (1951) fanden bei Clostridium pasteurianum — im Gegensatz zu Azotobacter 
— bis zu 50% gebundenen atmospharischen Stickstoff als NH,* im Kulturmedium. 
Sie betrachten ihre Arbeit als ersten Beweis dafiir, da® das gefundene NH,* Inter- 
mediarprodukt der Stickstoff-Fixierung sei und kein Zersetzungsprodukt. JENSEN 
(1954) zitiert in seiner Azotobacter-Monographie einige Arbeiten der dreiBiger Jahre 
iiber extracellularen Stickstoff in Azotobacter-Kulturen. Neuere Arbeiten dariiber er- 
schienen von Frporov (1952) (zitiert bei Morton, 1955) sowie RaBoTNOVA u. 
Guasco.eva (1953). Letztere fanden in frithen Wachstumsstadien 70°, des durch 
Azotobacter gebundenen Stickstoffs im Kulturmedium. NH, und freie Aminosauren 
waren dabei nicht nachzuweisen. STRANGE u. PowELL (1954) isolierten aus Exsuda- 
ten keimender Sporen verschiedener Bacillus-Arten nicht dialysierbare Peptide. 
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c) Aspergillaceen 

CLUTTERBUCK u. Mitarb. (1932) beschrieben fiir Penicillium chrysogenum neben 
der Ausscheidung von Chrysogenin und Penicillin das Auftreten von alkalilés- 
lichem Protein in synthetischer Nahrlésung bei NaNO, als N- Quelle (aufgearbeitet 
allerdings nach 21—28 Kulturtagen!). Jarvis u. JOHNSON (1947) stellten bei Ziich- 
tung von Pen. chrys. Q 176 in synthetischer Nahrlésung fest, da8 innerhalb der 
ersten 24 Std des Wachstums bereits die Halfte des iiberhaupt an das AuBenmedium 
abgegebenen organischen Stickstoffs erscheint, und da dieser mehr als 1/, des zu 
dieser Zeit im Mycel gebundenen Stickstoffs ausmacht. Diese Untersuchungen wur- 
den, wie Prrersen (1955) mitteilte, durch Wutremore (1954) mit Pen. chrys. 
W 49—133 bestatigt, und durch eine quantitative Analyse der nach 86 Std im 
Kulturmedium nach Saure-Hydrolyse nachweisbaren Aminoséuren ergainzt. FRo- 
MAGEOT u. Mitarb. (1949) untersuchten papierchromatographisch in verschiedenen 
Wachstumsstadien die Aufnahme (und als Differenz der Gesamt-Bilanz die Abgabe) 


von Aminosiduren durch Pen. chrys. in ,,corn steep liquor‘‘-Kulturmedium. Mit dem 


gleichen Pilz arbeiteten am selben Problem Pye (1954) und bei anorganischer 
N-Quelle Rao u. VENKATARAMAN (1952). Sie beriicksichtigten auBerdem noch die 
freien Aminosiuren des Mycels (vgl. die Kritik von Katine, 1955). MACKENZIE u. 
Cook (1951) untersuchten an Kulturen von Pen. notatuwm die Verteilung der Haupt- 
N-Fraktionen in Mycel und Kulturlésung nach 20 Tagen Wachstum. Morton (1951) 
sowie Morton u. BROADBENT (1955) gingen auf das Problem der extracellularen 
N-haltigen Substanzen eingehender ein. Sie arbeiteten hauptsachlich mit Scopula- 
riopsis brevicaulis und fanden bei verschiedenen N-Quellen (NO,~, NH,*, Amino- 
siuren) stets die gleichen N-haltigen Absonderungen, die nicht der Konzentration 
der N-Quellen, sondern der Menge assimilierten Stickstoffs (etwa 209%) annahernd 
proportional waren. Nur 10% waren freie Aminosiuren, die mit den aus dem 
Mycel extrahierbaren identisch waren (Glutaminsiure, Asparaginsiure, «-Alanin, 
y-Aminobuttersiiure), 60—80% Peptide (nach Hydrolyse 14 Aminosiuren). Verff. 
deuten die bei Spurenelementmangel verstirkt auftretende Ausscheidung als 
Gleichgewichtsstérung des Proteinstoffwechsels. 

d) Hefen 

Barton-Wricut (1949) fand bei der Untersuchung der Aufnahme freier Amino- 
siuren aus Wiirze durch Bierhefe eine Ausscheidung von Asparagin. Bei eingehenden 
Untersuchungen des N-Stoffwechsels des N-verarmten Mycels von Endomycopsis 
vernalis fand Katrne (1955) bei Asparagin (Ausnahmestellung!) als N- Quelle im 
Kulturmedium 4 freie Aminosiiuren (Glutaminsiure, Asparaginsiure, «-Alanin, 
y-Aminobuttersiure), deren Bildung er durch gekoppelte Desamidierung und Trans- 
aminierung in der ,,éuBeren Stoffwechselregion der Zellen (RoTSsTEIN, 1954) wahr- 
scheinlich machte, so daB hier keine eigentliche ,,Exosmose“ der Substanzen vorliegt. 

In dieser Hinsicht gibt die Arbeit wesentliche neue Gesichtspunkte, die groBe 
Aufmerksamkeit verdienen. Katrina unterzog einige neuere Arbeiten iiber Amino- 
siuren-Ausscheidungen einer auf eigene Befunde gestiitzten Kritik und schloB sich 
der Meinung von HockENHULL (1950) sowie Camrctr u. Mitarb. (1952) an, nach wel- 
cher einmal von einem Pilz (bei Aspergillus nidulans) aufgenommene N-Verbindun- 
gen zunichst nicht wieder in irgendeiner Form an das Medium abgegeben werden. 
Alle scheinbaren Exosmosen sind nach Karina entweder auf die Stoffumwandlung 
durch enzymatische Aktivititen an der Zelloberflache zuriickzufithren (,,sekun- 
dire‘‘ N-Verbindungen), oder aber auf autolytischen Zerfall. 


e) Phycomyceten 

Rrrrer (1955) gab in seinen Stickstoffbilanzen der Kulturen verschiedener 
Altersstadien von Mucor adventitius und Absidia glauca (auch fiir Aspergillus niger) 
neben ausgeschiedenem NH,* noch eine Fraktion ,,léslicher Stickstoff an, bei 
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welcher es sich um N-haltige Ausscheidungen handelt. Diese Fraktion weist zu Be- 
ginn und am Ende des Wachstums die héchsten Werte auf und fehlt zur Zeit des 
groBten Mycelgewichtes. 


f) Actinomyceten der Gattung Streptomyces 

DrevTzEL u. Mitarb. (1951) wiesen in laufenden N -Bestimmungen wahrend des 
Wachstums eines Streptomyces-Stammes das Auftreten von Amino-N (nach VAN 
StyYKe) im Kulturmedium nach. Corum u. Mitarb. (1954) bestimmten durch tagliche 
papierchromatographische Analyse rein qualitativ das Auftreten einiger freier 
Aminosaéuren in Submerskulturfiltraten von Strept. erythreus. Bei Glykokoll als 
N- Quelle traten schon nach dem ersten Tag freie Aminosiiuren auf. Die Autoren 
vermuten deren Entstehung durch Autolyse, ohne sich jedoch mit der diesbeziig- 
lichen Literatur auseinander zu setzen. 


Methodik 

Fir die vorliegenden Untersuchungen wurde ein Streptomyces-Stamm 
der Institutssammlung gewahlt, fiir welchen die Kultur in der fiir die 
meisten Streptomyceten (auxo-autotroph) geeigneten Glycerin-Nitrat- 
Nahrlésung optimale Wachstumsbedingungen bot, und welcher darin 
bei submerser Schiittelkultur gleichmiBige, kriftige Mycelentwicklung 
ergab. Der Stamm zeigt ebenfalls gutes Wachstum bei Glykokoll oder 
Pepton als N-Quelle und vermag Chitin abzubauen und als alleinige O- 
und N-Quelle zu verwerten. Er gehért nach den Untersuchungen von 
JaGNnow (1956) in die Serie ,,Alboflavus*‘ des Systems von BaLpDAcct u. 
Mitarb. (1954). 

1. Impfmaterial und Kulturmedium 

In Vorversuchen hatte sich ergeben, daB bei Impfung zahlreicher paralleler 
Flissigkeits-Schiittelkulturen mit einer Sporenaufschwemmung aus einem Schrag- 
réhrchen ein sehr ungleichmaBiges Wachstum in den einzelnen Kolben aufkam, 
so da die Versuchskolben, die einheitliches Wachstum aufweisen sollten, nicht 
von Sporenmaterial ausgehend beimpft werden konnten. GleichmaBiges und 
schnelles Anwachsen des Pilzes wurde erreicht durch Impfung der Versuchskolben 
mit einer von Sporenmaterial ausgehend gewachsenen 7 Tage alten Schiittel- 
vorkultur. Durch die langere Dauer des Anwachsens der Vorkultur entspricht dem 
dort 7 Tage alten Material hinsichtlich der Mycelmenge etwa eine 3—4 Tage alte 
Kultur der Versuchskolben (vgl. CocHRANE u. Conn, 1950). Auch zeigte es sich, 
daB das von Sporen ausgewachsene Material zunachst mehr in feinen Fléckchen 
wuchs, sich hingegen nach dem Uberimpfen in die frische Kultur viel feiner zerteilte 
und die ganze Nahrlésung durchsetzend schnell weiter vermehrte. 

Fir die Ziichtung des Impfmaterials sowie fiir die Versuchskolben wurde die 
folgende Nahrlésung verwendet (verandert nach LINDENBEIN, 1952): 2 ml Glycerin; 
0,85 g NaNO,; 0,1 g KCl; 0,1 g K,HPO,; 0,01 g MgSO,; 0,001 g FeSO,; 0,001 g 
CaCO,; 1 ml Hoacranpsche Spurenelementlésung; aqua dest. auf 100ml; px 7,2. 


2. Ziichtung des Streptomyces 
55 Erlenmeyer-Kolben (300 ml) mit je 50 ml der Nahrlésung wurden mit Watte- 
hauben nach JANKE (1952) versehen, im Autoklaven 20 min bei 120° C sterilisiert, 
und daraufhin der Anfangs-py-Wert bestimmt. Die Beimpfung der Kolben erfolgte 
mit je 1 ml der Schiittelvorkultur aus einer 10 ml fassenden Rekordspritze. Sie 
wurden anschlieBend bebriitet bei 25° C auf einer Schiittelapparatur (Maschinen- 
fabrik Paul Keil, Fulda, Baujahr 1955) mit 104 vollen Hin- und Herbewegungen 
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je Minute (Amplitude 2 cm). Nach 48 Std wurde die erste Ernte von 20 Kolben . 
vorgenommen, die weiteren in den aus der Tab. 1 ersichtlichen Zeitabstaénden. Nach 
einer Volumenbestimmung filtrierte man das Mycel mit einem 9 cm Rundfilter : 
(Schleicher & Schiill Nr. 595) auf der Filternutsche vom Mycel ab. Diese Methode | 
bewahrte sich gerade bei dem gegen Ende der Kulturzeit immer dickfliissiger und 

schleimiger werdenden Kulturmedium am besten. Im Filtrat wurde der End-pg- 

Wert mit Lyphan-Papier bestimmt. : 


3.Gewinnung der freien Aminosduren des Mycels 

Das Mycel wurde auf der Filternutsche dreimal mit je 50—100 ml kaltem 
Leitungswasser gut durchgewaschen. Das Waschwasser wurde verworfen, das Mycel 
zur Extraktion der freien Aminosauren in 50 ml Athylalkohol zu einer Endkonzen- 
tration von 75% gegeben und 10 min unter RiickfluB gekocht (vgl. Gaur, 1947). 
Nach Dekantieren des Alkohols und abermaligem kurzem Erhitzen in 50 ml frischem 
75% igem Alkohol wurde das Mycel bei 105°C im Trockenschrank getrocknet 
und anschlieBend exsiccatortrocken gewogen. Die vereinigten Alkoholextrakte 
wurden in einer Abdampfschale bekannten Gewichts auf dem Wasserbad bei 100° C 
zur Trockene eingeengt, nach dem Erkalten trocken gewogen (Extrakttrocken- 
gewicht, Tab. 1) und trocken zur Entfernung von Fett und Farbstoffen mit Chloro- 
form behandelt (vgl. Grrr u. Mitarb., 1952). AnschlieBend wurde der Riickstand 
mit 5 ml 10% igem Propanol (vgl. Gmrox, 1955) aufgenommen und in 10 ml Peni- 
cillin-Glaschen mit Gummideckel zur weiteren Analyse bereitgestellt. 


4. Gesamt-Stickstoff-Bestimmung des extrahierten Trockenm ycels 

Von jeder Probe wurden 2mal 40,0 mg exsiccatortrockenen Mycels abgewogen 
und der Gesamtstickstoffgehalt nach KsELpann bestimmt. Die auf 100 mg um- 
gerechneten Stickstoffwerte zeigt Tab. 1. 


5. Hydrolyse des extrahierten Trockenmycels 
Von jeder Probe wurden 100,0 mg exsiccatortrockenen Mycels in Jenaer Reagens- 
glisern mit 10 ml 6 n HCl und 2 ml Amylalkohol (Strrerp, 1949) eingeschmolzen 


Tabelle 1. Zusammenstellung d& 


ney Gesamt- 
Amid-und | _. . trocken- 
-Wi 

Alter | PH Aik al Warne Anzahl NH,t-N ree und] imycel « 
Probe ane ‘Kultar nae geernteter in (halb- gewichté 
Nr. Cultur eae Kulturlésun, Kulturen | mg/100 ml seas) | aus LOOM 
in Tagen Secarey se 6 (je 50 ml) Kultur- quantitativ) Kultur- - 
Pu: 7,2) = in mg/100 ml . i 

lésung lésung 

Kultur- in mg 

lésung 


hellcitronengelb 
7,6 citronengelb 10 


Ue 

2. 

3. 5 7,9 hellgelb-orange 8 
4. 7 8,5 gelborange 5 
5. 9 8,0 orange bis rotbraun 4 
6. 12 8,5 rotbraun 4 
a 15 8,7 tiefbraun 4 
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und 24 Std im Wasserbad bei 100° © hydrolysiert. Salzsiiure und Amylalkohol 
wurden auf dem siedenden Wasserbad in einer Abdampfschale abgeraucht, der 
Rest mehrmals mit aqua dest. zur Trockene eingeengt und anschlieBend mit 5 ml 
10% igem Propanol zur weiteren Analyse aufbewahrt. 


6. Amid- und NH,*-Stickstoff-Bestimmung des Kultur filtrats 


Unmittelbar nach Gewinnung des Kulturfiltrats erfolgte diese Bestimmung aus 
25 ml Filtrat (mit 5 ml 35%iger KOH alkalisch gemacht) durch 10 min Wasser- 
dampfdestillation in eine Vorlage von 5 ml n/10 Schwefelsiure und Riicktitration 
mit n/10 Natronlauge. 


7.Gewinnung der freien Aminosduren aus dem Kultur filtrat 


a) Entsalzung. Zur Entfernung der anorganischen Salze der Kulturlésung, die 
bei der papierchromatographischen Bestimmung der Aminosauren stéren, wurde 
die von AstruP u. Mitarb. (1951) beschriebene Entsalzungsapparatur zusammen 
mit eimem Multiflex-Ampéremeter an Stelle des ,,buzzers‘‘ verwendet. In Vor- 
versuchen stellte sich heraus, daB die zu entsalzende Lésung bald nach Beginn 
der Entsalzung sehr stark alkalisch wurde infolge ungeniigender Zerstérung der 
Alkali-Amalgame durch das Leitungswasser im Durchgang des Quecksilbers durch 
die ,,water lifting pump“. Durch Verlingerung des urspriinglich vorgesehenen 
Weges von der ,,water lifting pump“ bis zum Abscheiderohr Quecksilber-Wasser 
durch ein waagerecht liegendes, spitzwinkliges U-Rohr (20 cm Schenkellinge) lieB 
sich gleich navh Beginn der Entsalzung ein Abfallen des py-Wertes der zu ent- 
salzenden Lésung bis auf py 3 erreichen. Gegen Ende der Entsalzung stieg der 
pu-Wert auf 5—6 an. Mittels eines Schiebewiderstandes regulierte man den Strom- 
durchgang anfangs auf 0,75 A ein und beendete die Entsalzung, wenn er auf 
0,075 A gefallen war. Dies erfolgte in den vorliegenden Versuchen etwa nach 50 min. 
Durch ausreichende FlieBgeschwindigkeit der den Anodenraum passierenden 
Schwefelsaure lieB sich deren Temperatur waihrend des ganzen Vorganges auf 22° C 
halten. 


ntitativen Analysendaten 


cken- F sete ; Freie 
Trocken- a-Amino-N A Protein Freie ae 
ten: substanz (v. SLYKE) a-Amino-N Amino- Amino- _Amino 
des a-Amino-N P (Vv. SLYKE) a a siuren und 
des Gesamt-N freier er siiuren sdiuren renee 
ohol. peta (KsuL- (Vv. SLYKE) Amino- ret (halb- | (halbquan- (halb- 
taktes hierten DAHL) ae siuren UNS quanti- /|titativ) des ‘ see tie 
des Restmycels in mg/100 mg desalkohol.|_ S¢uren tativ) in alkohol. au 
‘samt- hydroly- der Kultur- Hixtrakt tativ) der 
am von mg/100 mg Bi Extraktes losnne te mg/100 mg| Extraktes | F itur- 
wees Gesamt- extra- J in hydroly- in 16 ” 
| 100ml mycel aus hierten extra- mg/100 mg a ee sierten, |mg/100 mg esate Be 
ultur- 100 ml Restmycels hierten Gesamt t 2 k extra- Gesamt- Ghana t- 
sung Kultur- Restmycels trocken- sa ea hierten trocken- Canine 
Bao lésung mycel Restmycels| mycel maveel 
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Die Kulturfiltrate wurden unmittelbar nach ihrer Gewinnung in folgenden Por- 
tionen entsalzt: Proben 1 u. 2: je 5mal 30 ml, Proben 3—7: je 4mal 30 ml. Jede 
nicht gerade benutzte Lésung wurde im Eisschrank aufbewahrt. 


b) Abtrennung der freien Aminosduren aus dem entsalzten Kultur- 
filtrat durch Ionenaustauscher. Zur weiteren Abscheidung derjenigen Sub- 
stanzen des entsalzten Kulturfiltrats, welche die papierchromatographische 
Trennung der Aminosauren stéren (Glycerin, Stoffwechselprodukte) wurde nach 
der Methode von Stern u. Moore (1950) verfahren1. Bestimmte Mengen der ent- 
salzten Kulturlésungen (Probe 1 u. 2: je 100 ml, Proben 3—7: je 50 ml) wurden 
auf Ionenaustauscher-Saulen mit Dowex 50 (200—400 mesh) in der sauren Form 
gegeben und die DurchfluBgeschwindigkeit auf 1 Tropfen je Minute eingestellt. Nach 
einem Nachwaschen mit etwa 200 ml aqua bidest. bei gréBerer Tropfgeschwindig- 
keit, eluierte man die Aminosauren mit allmahlich gesteigerten Konzentrationen 
verdiinnten Ammoniaks (0,5—5%ig). Vorversuche mit Aminosaurentestlésungen 
ergaben auf diese Weise eine schnelle und vollstandige Riickgewinnung aller Be-. 
standteile. Die Eluate wurden in Abdampfschalen zur Trockene eingeengt, mit 
3 ml 10%igem Propanol aufgenommen und zur weiteren Analyse bereitgestellt. 

Die nach 3, 5 und 7b gewonnenen freien und Hydrolysat-Aminosduren wurden 
mit folgenden Methoden weiter untersucht: 


8. Gesamt-x-Aminostickstoff-Bestimmung 


Die Methode nach van SLYKE u. Mitarb. (1941), welche bei friiheren Unter- 
suchungen schon angewandt worden war (PFENNIG, 1956), wurde in dieser Arbeit 
in gleicher Weise wie dort beschrieben, verwendet. 


9. Qualitative und halbquantitative papierchromatographische 
Aminosdurenbestimmung 


Alle methodischen Einzelheiten wurden bereits ausfiihrlich dargestellt (PFENNIG, 
1956). Die halbquantitative Aminosiurenbestimmung erfolgte nach Potson u. Mit- 
arb. (1947). Die zweidimensionalen Papierchromatogramme mit dem Liésungsmittel- 
paar 1. Butanol: Hisessig: Wasser (40:10:50) (PARTRIDGE, 1948), 2. «-Picolin: Eis- 
essig: Wasser (75:2:23) (PrmnniG, 1955) wurden in dieser Arbeit nach der auf- 
steigenden Arbeitsweise mit !/, Bogen Chromatographierpapier (Schleicher & Schiill 
2043b Mgl.) angefertigt®. Zur Erzielung optimaler Trennwirkung lieB man das 
Lésungsmittel der ersten Dimension dreimal, dasjenige der zweiten Dimension 
zweimal aufsteigen. Ebenso wie in den friitheren Untersuchungen (PFENNIG, 1956) 
wurden fiir folgende Aminosiuren zusitzlich die gebrauchlichen, speziellen Nach- 
weisreaktionen angewandt: Cystein, Cystin, Arginin, Prolin-Oxyprolin, Tryptophan, 
N-Methyl-Aminosiiuren. Den in den Tab. 2 u. 3 angegebenen einzelnen Amino- 
siurenmengen liegen auf einheitliche Trockensubstanzmenge umgerechnete und 
abgerundete Mittelwerte zugrunde, die aus den tabellierten Werten von mindestens 
drei Chromatogrammen errechnet sind. Die Summe der in bestimmten Volumina 
jeder Probe halbquantitativ erfa8ten Aminosiuren wurde auf die nach VAN SLYKE 
u. Mitarb. (1941) bestimmten «-Amino-N-Werte umgerechnet. Dadurch konnten 
die Mengen der einzelnen Aminosiuren zum genau ermittelten Gesamtgehalt in 
eine richtige Beziehung gebracht und die Sicherheit der Angaben erhéht werden. 
Ein Strich an Stelle einer Mengenangabe in der Tabelle besagt: in den unter- 
suchten Chromatogrammen nicht nachweisbar. 


' Herrn Dr. H. Musso danke ich fiir praktische Ratschlage. 


> Fiir den Hinweis auf diese papiersparende Arbeitsweise danke ich Herrn 
R. RoHRINGER. 
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Bei den freien Aminosauren aus Mycel und Kulturmedium war iiber die Zahl 
der zur halbquantitativen Bestimmung notwendigen Parallelchromatogramme 
hinaus noch die Anfertigung von Chromatogrammen mit Zusatz von Testamino- 
sauren zur eindeutigen Identifizierung einzelner Flecke erforderlich. 


Ergebnisse 


Die in Abb. 1 und Tab. 1 wiedergegebenen Analysendaten sollen an 
Hand der Wachstumskurve (vgl. Gesamttrockenmycelgewichte in Abb. 1) 


diskutiert werden. Spalte 5 
der Tab. 1: ,,Anzahl geernte- 
ter Kulturen‘ besagt zu- 
gleich, aus wieviel gleich- 
maig gewachsenen Parallel- 
kulturen die in der Tabelle 
angegebenen Zahlen gebildet 
sind. In dieser Arbeit wurden 
nur die qualitativen und halb- 
quantitativen papierchroma- 
_tographischen Analysen der 
2 Tage alten Kulturen in 
einem erneuten Versuch re- 
produziert. Fir die anderen 
Ergebnisse muB dies einer 
spadteren Untersuchung vor- 
behalten bleiben. 
Wachstum und pa-Werte 
Bei Beschreibung der Me- 
thodik wurde schon darauf 
hingewiesen, daB die Induk- 
tionsperiode in diesem Ver- 
such dadurchverkirzt wurde, 
daB man bei der Beimpfung 
der zu untersuchenden Kul- 
turen nicht von Sporen- 
material ausging, sondern 
von einer Schiittelvorkultur. 
CocHRANE u. Conn (1952) 
fanden bei Nitrat als N- 
Quelle mit Streptomyces coeli- 
color eine ,,bemerkenswert 
lange‘ Induktionsperiode 
und vermuteten, daB die Zel- 
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Tage 


Abb. 1. Wachstumskurve, py- Werte u. Stickstoffanalysen 
+ Gesamttrockenmycelgewichte 


in mg X 50/100 ml Kulturlésung 

Pu- Werte ' 

Gesamtstickstoff des alk. extrahierten Rest- 
mycels in mg/100 mg Trockenmycel 
a-Amino-N im Hydrolysat des alk. extrahier- 
ten Restmycels in mg x 10/100 mg Trocken- 
mycel 

Freie Aminosiiuren aus Mycel (halbquanti- 
tativ) in mg/100 mg Gesamttrockenmycel 
Freie Amino-N-haltige Substanzen der 
Kulturlésung (halbquantitativ) 

in mg/100 mg Gesamttrockenmycel 

Freie Amino-N-haltige Substanzen der 
Kulturlisung (halbquantitativ) inmg/100 ml 
Kulturlosung 

Amid- und NH,t-Stickstoff in mg/100 ml 
Kulturlésung 


len in dieser Zeit adaptive Enzyme fiir die Nitratreduktion ausbilde- 
ten, was im vorliegenden Falle bei Impfung mit Nitrat vorkultiviertem 
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vegetativem Mycel natiirlich wegfiel. Auch zeigten sie, daB Strept. coel, 
nur bei Glucose, nicht aber bei Glycerin und anderen Verbindungen reich- 
lich organische Siiuren bildet, die das Wachstum bei Nitrat als N- Quelle 
durch Nitritbildung in saurem Kulturmedium hemmen. Tatsachlich zeigt 
der bei physiologisch alkalischer N- Quelle (NaNO ) zu erwartende lang- 
same pxu-Anstieg von 7,2 bis zum Ende der mittleren Wachstumsperiode 
auf px8,5, daB keine erhebliche Saurebildung stattgefunden haben 
konnte. Der geringe Abfall auf py 8 am 9. Kulturtag, an welchem zugleich 
die héchste Trockenmycelausbeute erreicht wurde, ist vielleicht in dieser 
Richtung zu deuten. Ihm folgt ein abermaliger py-Anstieg, der durch 
freiwerdende Autolyseprodukte bewirkt ist (vgl. die Werte freien Ammo- 
niaks des Kulturmediums). Vom 9. bis zum 12. bzw. 15. Kulturtag fallt 
der Trockensubstanzgehalt der Kulturen durch Autolyse des Mycels um 
mehr als ein Drittel steil ab. AuBere Anzeichen dieses Zerfalles bildeten 
die Umfarbung der Nahrlésung von gelb nach rot- bis tiefbraun und 
das Dickflissig- und Glasig-schleimigwerden der Kultur. 

Beim Vergleich der Gesamttrockenmycelgewichte mit den in Tab. 1, 
Spalte 9 u. 10 angegebenen Einzelgewichten der in 75°%igem Alkohol 
loslichen Mycelbestandteile und des extrahierten Restmycels fallt der 
hohe Prozentsatz der extrahierbaren Bestandteile auf. Vom 2. bis 5. Tag 
machen sie etwa ein Drittel des unléslichen Restmycels aus, vom 7. bis 
15. Tag nahezu die Halfte. Die alkoholischen Extrakte hinterlieBen nach 
dem Einengen einen gelbbraunen, 6lig-fettigen Riickstand. Dieser léste 
sich bei Chloroform-Behandlung zum groBten Teil auf; es blieb nur ein 
gut trocknender, hellbrauner Rest, der typisch nach Aminosiuren roch 
(vgl. BROCKMANN u. FRANCK, 1955). In fritheren Untersuchungen an 
Streptomyces-Staimmen (ScHMipt-KastNER, 1952; Prennia, 1953) wurde 
bereits beobachtet, dafs bei Glycerin als C- Quelle das Mycel von Strepto- 
myceten besonders fetthaltig ist. Somit wiirde der weitaus gréBte Teil des 
Extraktes aus N-freien Substanzen bestehen, was bei dem ohnehin schon 
starken Abfall des Gesamt-N-Gehaltes des extrahierten Restmycels im Ver- 
laufe der mittleren Wachstumsphase (von 11,8 auf 7,2%) zu beachten ist. 


=F 


Stickstoffanalysen und Amino-N-Fraktionen 


DierzEL u. Mitarb. (1950) gaben in ihren Gesamt-N-Analysen den fiir 
das junge und stark wachsende Mycel charakteristischen Abfall des Ge- 
samt-N-Gehaltes nicht an, da ihre Bestimmungen erst am 7. Kulturtag 
(gegen Ende der mittleren Wachstumsphase) einsetzten. DaB es sich bei 
den hohen Gesamt-N-Gehalten junger Mycelien um eine allgemeiner ver- 
breitete Erscheinung handeln muB, bestiitigen die Analysen von WHITE- 
MORE (1954) sowie von TorRNQvisT u. PETERSON (1954) bei Penicillium 
chrysogenum-Stiimmen, wo ein Sinken des Gesamt-N-Gehaltes des Mycels 
von 10,3% nach 24 Std auf 6,7% nach 134 Std festgestellt wurde. Hier 
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handelt es sich also um das gleiche prozentuale Intervall wie in der vor- 
hegenden Arbeit. Auch die von RrrrEr (1955) gegebenen Stickstoffgehalte 
verschieden alter Mycelien einiger Phycomyceten und von Aspergillus niger 
(erste Analyse am 4. Tag) weisen in gleiche Richtung. So deuten schon 
die Mycel-N-Bestimmungen auf Besonderheiten der jungen Kulturen hin. 

Beim Vergleich der fallenden Gesamt-N-Gehalte mit den «-Amino-N- 
Werten des hydrolysierten, extrahierten Restmycels ergibt sich, daB eine 
Abnahme des Eiweifgehaltes nur teilweise an der Erscheinung beteiligt 
sein kann. Dieser sinkt erst in der zweiten Halfte der mittleren Wachs- 
tumsphase und nach beendetem Wachstum am stiarksten ab. Auffallig 
ist die annahernde Parallelitat des mit zunehmendem Alter langsamen 
Absinkens des Mycel-EiweiBgehaltes und des Abfalles an freien Amino- 
sduren des Mycels. Am Ende der Induktionsperiode erreichte diese Frak- 
tion ihren héchsten Gehalt (3% der Trockensubstanz) und fiel dann in 
der ersten Halfte der mittleren Wachstumsphase stirker, spaiter schwacher 
ab (auf 0,4% der Trockensubstanz). Ahnliche Verhiltnisse fanden bei 
Penicillium-Stammen Rao u. VENKATARAMAN (1952) sowie PYLE (1954). 

Etwas anders liegen die Verhaltnisse bei den im Kulturmedium auf- 
tretenden einfachen Amino-N-haltigen Substanzen. Berechnet man deren 
Menge auf Gesamt-Trockensubstanz, so findet man (vgl. Abb. 1), daB das 
Mycel der Induktionsperiode bis zum 2. Tag die hochste Abgabe der- 
artiger Verbindungen an das Kulturmedium bewirkte: etwa 10% von 
dem in das Mycel eingebauten Stickstoff traten nach 48 Std organisch 
gebunden im Kulturmedium auf! Schon zum 3. Tag hin, wo der Beginn 
der mittleren Wachstumsphase erreicht ist, fand an Stelle weiterer 
Vermehrung ein Verbrauch dieser Substanzen statt. Sie nahmen bis zum 
Ende der mittleren Wachstumsphase am 7. Tage stark ab, stiegen aber 
dann als Folge der Autolyse am 15. Tage wiederum kraftig an. Einen 
ahnlichen allgemeinen Verlauf der Mengen ausgeschiedener Aminosdéuren 
fanden fir penicillinbildende Penicillium-Stémme JARvIs u. JOHNSON 
(1947), Rao u. VENKATARAMAN (1952), WuIrEeMorE (1954), fiir Asper- 
gillus niger und einige Phycomyces-Stimme RaiTrer (1955) und fir 
Streptomyces erythreus Corum u. Mitarb. (1954). 

Bezogen auf 100 ml Kulturfiltrat ergeben die Analysenwerte der 
einfachen Amino-N-haltigen Substanzen des Kulturfiltrates einen 
anderen wichtigen Aspekt: Die Mengen, welche bis zum 2. Tage auftraten 
(~ 2,1 mg bei 26 mg Mycel), wurden von der bis zum 7. Tage heran- 
wachsenden 17,5fachen Mycelmenge etwa nur verdoppelt (~ 4,2 mg), 
dann aber bis zum 15. Tage durch die Autolyse verfiinffacht (11,2 mg). 

Diese zunachst eigenartigen Befunde bestitigen fiir einen Streptomyces- 
Stamm, was Pererson (1955) als Analysenergebnisse von JARVIS u. 
Jounson (1947) und WuitEMorE (1954) bei Pen. chrys. zitiert. Diese 
Autoren fanden bei Kultur ihrer Stémme in synthetischer Nahrlosung 
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Tabelle 2 (Fortsetzung) 
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920 | 750 | 1260 | 790 | 2950 | 410 | 3420 


25. Hexosamin 


Unbekannte 


26 


re 


a 


a“ava’ a®aearay 


| 2400 | 7800 | 2950 | 1830 | 1890 | 1070 | 1345 


mit (NH,),SO, als N-Quelle, daB eine 
Menge von etwa der Hialfte (!) des nach 
3—) Tagen im Kulturmedium auffind- 
baren ,,organischen Stickstoffs bereits 
wahrend der ersten 24 Std der Fermen- 
tation an das Medium abgegeben worden 
ist. Beiihnen betrug die Menge des freien 
,organischen Stickstoffs‘‘ etwas mehr 
als ein Drittel des zur selben Zeit in das 
Mycel eingebauten Stickstoffs. Sie deu- 
ten die Befunde durch die Annahme, 
, that the various synthetic steps in the 
growth of mycelium are seldom in bal- 
ance and the surpluses are excreted“. 
Wie dem auch sei, man hat es hier mit 
besonderen physiologischen Higenarten 
ganz jungen Mycels kiinstlicher Massen- 
kulturen zu tun, denen nachzugehen 
wesentliche Aufschliisse verspricht. 
Zahlreiche neuere Untersuchungsergeb- 
nisse von Mikroorganismenkulturen 
haben gezeigt, da in der Induktions- 
periode des Wachstums Erscheinungen 
auftreten, die sich bei den bisher meist 
untersuchten Zellen der mittleren 
Wachstumsphase nicht finden (vgl. 
WIKEN u. RICHARD, 1953, 1954, 1955; 
ScumipT-LORENZ, 1955; RADLER, 1955). 
Die im weiteren zu besprechenden qua- 
litativen und halbquantitativen Ana- 
lysen werden gegentiber den bisher nur 
vom Mengenaspekt besprochenen Er- 
scheinungen nochmals eine Verander- 
lichkeit erkennen lassen, die zeigt, daB 
es je andere Substanzen sind, die einen 
quantitativen Gesamtwert zusammen- 
setzen. 


Die qualitativen Analysen 


In Tab. 2 sind die qualitativen und 
halbquantitativen papierchromatogra- 
phischen Bestimmungen der ninhydrin- 
positiven Substanzen des alkoholischen 
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Mycelextraktes und des Kulturmediums fiir jedes untersuchte Wachs- 
tumsstadium nebeneinander dargestellt. Die Zahlen geben mit der in 
einer fritheren Arbeit (PFENNIG, 1956) niiher besprochenen Genauigkeit 
die gefundenen Aminosiurenmengen in Gamma je 100 mg Gesamt- 
trockenmycel wieder. Cystein-Cystin fand sich unter den freien Amino- 
siuren nicht (negative Natriumazid-Jod-Probe), jedoch an gleicher Stelle 
betriichtliche Mengen einer nicht identifizierten ninhydrinpositiven 
Substanz. 

Die Mengen der im Kulturfiltrat auftretenden unbekannten ninhydrin- 
positiven Substanzen P,—P, wurden analog den Gamma-Mengen der 
Fleckenintensitaten des Glykokolls als Vergleichssubstanz geschatzt. Mit- 
tels 24 stiindiger Hydrolyse (6n HCl bei 100° C) konnte durch die Identitat 
der vor und nach der Hydrolyse angefertigten Papierchromatogramme 
der Probe K, nachgewiesen werden, daf es sich bei den Unbekannten 
P,—P, nicht um Peptide, Amide oder sonstige, durch Saurelydrolyse 
spaltbare Substanzen handelte. Ihre Identifizierung mu spaiteren Unter- 
suchungen vorbehalten bleiben. Der nach einem Chromatogramm der 
Probe K, gezeichnete Lageplan (Abb. 2) gibt die Stellung der unbekannten 
Flecken zu den freien Aminosiuren in dem von mir verwendeten Lésungs- 
mittelsystem wieder. 


1. Freie Aminosdiuren des Mycelextraktes (Tab. 2) 


Charakteristisch fiir diese Fraktion ist ihr Auftreten in gréBter Menge 
zu Beginn des starksten Wachstums am 3. Kulturtag (mit 39% des Ge- 
samttrockenmycels) und das absolute Vorherrschen der Glutaminsiure, 
besonders am 2. und 3. Kulturtag (1,794 des Gesamttrockenmycels), 
etwas abnehmend in der mittleren Wachstumsphase und stirker ver- 
mindert gegen Ende des Wachstums. Der Glutaminsiure folgt mit einem 
Viertel an Menge Glykokoll bis zum 5. Kulturtag, dann aber abnehmend 
auf die Starke des an dritter Stelle stehenden «-Alanins. Es folgen: 
Asparaginsdiure, Valin, Phenylalanin und Leucin-Isoleucin mit ihrer 
héchsten Intensitit am 3. Kulturtag. Das ist ebenso bei den noch weniger 
vertretenen Lysin, Asparagin, Threonin und Prolin. Serin verhalt sich 
anders: es steigt von der geringsten Menge am 2. Kulturtag bis zum vier- 
fachen Wert am 5., und fallt zur Autolyse hin schnell ab. Besonderheiten 
zeigen auch das erst in der Mitte des stiirksten Wachstums gleich mit 
héchster Intensitaét auftretende f-Alanin und die am 7. Kulturtag ge- 
fundene y-Aminobuttersiure. Beide sind noch wihrend der Autolyse ver- 
treten (Hy, #,,, #5), welche sich im tibrigen innerhalb der ganzen Frak- 
tion dadurch aufert, daB sich bei absoluter Abnahme (auf 0.4% des 
Gesamttrockenmycels) die Mengenunterschiede fast véllig ausgleichen. 
Nicht aufgefunden wurden: Histidin, Arginin (jedoch einmal £,), 
Glutamin, g-Aminobuttersiiure, Oxyprolin, Methionin, Cystin, Tyrosin, 
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Tryptophan, Hexosamin und die im Kulturmedium nachgewiesenen Un- 
bekannten P,—P,. 

Vorherrschende freie Aminosiuren im Mycel sind also in absteigender 
Reihenfolge in allen Proben: Glutaminsaure, Glykokoll, «-Alanin, 
Asparaginsiéure, Valin. 


2. Freie ninhydrinpositive Substanzen des Kulturmediums 
(Tab. 2) 


Uberraschend ist in dieser Fraktion das Auftreten der bis jetzt noch 
nicht identifizierten Substanzen P,—P, (Abb. 2). Mit tiber 5% des Ge- 
samttrockenmycels bilden sie eine beachtliche Gruppe, zumal sie bereits 
am 3. Kulturtag wieder erheblich abnahmen (bis auf /,)) am 7. Kulturtag) 
und spaiter wahrend der Autolyse am 12. und 15. Tage nur wenig zu- 
nahmen. Fiir die Annahme, daB es sich beim Auftreten dieser Verbin- 
dungen um eine mit den Stoffwechseleigentiimlichkeiten des ganz jungen 
Mycels verbundene Erscheinung handelt, sprechen folgende Uber- 
legungen: Das zur Impfung verwendete, vegetative Mycel war in der 
gleichen Nahrlosung vorkulti- 
viert, wurde also beim Uber- — Start 1, butanol . Eisessig: Wasser (40:10:50) 
impfen in die Versuchskolben 
keinem_ ,,Schock‘‘ verander- 
ter Kulturbedingungen ausge- 
setzt. Auf Grund ihrer Menge 
konnen die Substanzen auch 
nicht aus einem autolytischen 
Zerfall des groBten Teiles des 
Impfmaterials entstanden sein, 
da einerseits die Menge der 
ausgetretenen Substanzen die 
Mengedes eingeimpften Mycels 
‘um ein Mehrfaches tibertrifft 
und andererseits die gute 
Watterentvioklang dee Tmpf- 400.2. A 
materials unerklirlich bliebe. Gheomatoarimlder Probe lk: 

Auch sollte man erwarten, daB 

die gleichen Substanzen dann in den spateren Autolysestadien (Ky, 
K,;) in erheblicher Menge auftreten wiirden, was aber offensichtlich 
nicht der Fall ist. 

Gemeinsam mit den eben besprochenen Verbindungen der ganzen Frak- 
tion ist die ebenfalls groBe Menge freier Aminosaiuren am 2. Kulturtag 
(2,7% des Gesamttrockenmycels), anders aber, dafs ihre auf Trocken- 
mycel bezogene Menge nach dem Erreichen ihres niedrigsten Wertes am 
7. Kulturtag bei Eintritt der Autolyse am 9. bis zum 15. Tage wieder 
2 


oystin 
Unbekannte 


Giyk. 


‘sy 


Pr@igg* 
thee = 2 2 


2. Picolin: Lisessig. Wasser (75.2:23) 


Archiv f. Mikrobiologie, Bd. 25 


126 N. PFENNIG: 


steil ansteigt und zuletzt die Menge der Probe K, weit tibersteigt — 
wobei allerdings véllig andere qualitative Verhiiltnisse auftreten. Cha- 
rakteristisch fiir die im Kulturfiltrat gefundenen freien Aminosaduren des 
2. Kulturtages ist das starke Vorherrschen des Glykokolls mit fast 1% 
des Gesamttrockenmycels. Ihm folgt mit etwa einem Drittel der Menge 


Tabelle 3. Aminosduren der Restmycel-H ydrolysate 
(Mengen in Gamma je mg Mycel?) 


a SR Ee 2) ERR EET TS hires al iS — Tee T ST TT TT oe TG oe Po 
(Indices ea in Tagen) Ms Ms aa = se as Mis 
1. Cystin + Unbekannte. .} 10 10 20 20 25 30 35 
2eLivsincetisareg evens ees sai: 25 | 20 20 12 10 3 
BW lgfstolnWs pees eee als 10 10 10 8 3 ~- 
As AT OUD Sul een eee ED 45 40 20 20 10 5 
5. Asparaginsaure. . . . .| 45 40 | 40 20 25 8 8 
6. Glutaminséure . .. . .| 45 50 | 60 60 50 30 25 
(BICSIN EVANS gs. 5 Sysaat e OU 80 80 80 70 60 50 
Gh PRIN ER ac ita it de hl | o— | 5 5 5 5 — 
9. x«-Aminobuttersiure. . . | = — 

10. y-Aminobuttersiure . . . — 

LIUGIyKoKoll ewe = = | 70 60 | 60 35 | 50 40 30 

12) Serine ee ee 20 20 20 20 10 8 

13, Threonine, See SBM SO. 30 ve IOR IH QO ao 5 

14. Oxyprolin .......) — — — — oa — aes 

1S. Proline, aie eer la 40 30 20 15 15 5 3 

LORY alin gia cues | nme aie 20 la 4) ae) 30 30 15 8 

Lie Methionint (Fe sales |e 2 5 10 5 5 — — 

Tae lyROsitieeets ets a rae Crees 15 20 15 10 3 —~ 

19. Tryptophan veto it Rots + + + — =~ 

20. Phenylalann. ...../| 15 20 20 10 10 6 ? 

21. Isoleucin. ... . VAIN sgt || Mae) 20 20 10 10 

22,Leucin .... . 50 | 45 | 40 | 25 | 25 |f 20 } 

23. Hexosamin. .. . 15 15 15 10 10 10 8 

24. Unbekannte .. . — — a tabs oni pass pee 

612 | 560 | 570 | 430 | 420 |.275 | 196 


Kin Strich bedeutet: in den untersuchten Chromatogrammen nicht nachgewiesen. 
+ bedeutet: vorhanden. 


* Mengenangabe also gegeniiber Tab. 2 auf 100 mal kleinere Einheit bezogen. 


Serin und weiterhin «-Alanin (vgl. Ks), sodann die in den Mycelextrakten 
so allein vorherrschende Glutaminsiure neben y-Aminobuttersiure, der 
zusammen mit Cystin sich findenden Unbekannten und Threonin. Es 
folgen noch Valin, Asparaginsiiure und £-Alanin. Serin, das im Mycel- 
extrakt am 5. Kulturtag sein stiirkstes Auftreten hatte, vertauscht 
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mengenmaBig am 7. Tage den sonst in allen Proben behaltenen zweiten 
Platz gegen den ersten des Glykokolls. Allen bis hierher genannten 
Aminoséuren ist gemeinsam ihr stiirkeres Auftreten am 2. Kulturtag, 
eine mengenmafige Abnahme in der Mitte des starksten Wachstums und 
ihre erneute Zunahme in der Autolyse. Vorherrschende Aminosiiuren im 
Kulturmedium in absteigender Reihenfolge sind also: Glykokoll, Serin, 
«-Alanin, Glutaminsiure, y-Aminobuttersiure. Sie vollziehen mengen- 
maBig einen Platzwechsel zum 7. Kulturtag: Serin, Glykokoll, Glutamin- 
sdure, «-Alanin. Durch das Auftreten weiterer Aminosiuren wihrend 
der ‘Autolyse gleicht sich diese Sonderstellung aus. 

Andere Charakteristica zeigen die Aminosiuren: Prolin, Leucin- 

-Isoleucin, Phenylalanin und «-Aminobuttersiure. Sie treten erst in der 
mittleren Wachstumsphase (7. Tag) auf und nehmen zu mit fortschreiten- 
der Autolyse am 12. bis 15. Tag auBer der verschwindenden «-Amino- 
buttersiure. Eine noch starkere Beziehung zum Mycelzerfall zeigen die 
erst am 12. bzw. 15. Kulturtag stark auftretenden Aminosaiuren: Oxy- 
prolin, Tyrosin, Tryptophan (das am 15.Tag bereits wieder verschwunden 
ist) und Lysin, Histidin, Arginin. 

Dammit stehen der zunachst beschriebenen Gruppe von vorherrschenden 
Kulturlo6sungs-Aminosaiuren und den Unbekannten P,—P, ganz junger 
Zellen: Glykokoll, Serin, «-Alanin, Glutaminsaure, y-Aminobuttersiure, 
zwei durch ihr zeitliches Auftreten etwas unterschiedene Gruppen von 
Aminosauren gegentiber, die beim Ende des stairksten Wachstums und 
bei der Mycelauflosung erscheinen: «-Aminobuttersdure, Prolin, Leucin- 
Isoleucin, Phenylalanin und weiterhin Oxyprolin, Tyrosin, Tryptophan, 
Lysin, Histidin und Arginin. Es sind also durch diese Analysen charakte- 
ristische Bilder der Zusammensetzung freier aminogruppenhaltiger Ver- 
bindungen des Kulturfiltrates und des Mycels bei einem Strahlenpilz- 
stamm entstanden, die zugleich Begleiterscheinungen des Wachstums 
und des Proteinstoffwechsels innerhalb der einfach gebauten, N-haltigen 
Verbindungen sind. 


3. Die Aminosduren der Restmycel-Hydrolysate (Tab. 3) 


In verschiedener Hinsicht aufschluBreich erwiesen sich die Ergebnisse 
der halbquantitativen papierchromatographischen Aminosaurenanalysen 
der Restmycel-Hydrolysate zu den verschiedenen Altersstadien. Folgende 
Aspekte seien genannt: 


a) Die quantitative Zusammensetzung der durch Saéurehydrolyse aus 
Alkohol extrahierter Mycelsubstanz freigemachten Aminosaéuren unter- 
liegt in aufeinanderfolgenden Zeitpunkten kleineren, jedoch mit halb- 
quantitativen Methoden schon deutlich erfaBbaren Veranderungen. Dies 
erfordert fiir die Méglichkeit eines einwandfreien Vergleiches der Amino- 
sdurenanalysen verschiedener Organismen eine eindeutige Zuordnung des 

QO* 
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Alters der analysierten Mikroorganismenmasse zur Wachstumskurve des 
Organismus. 


b) Die auf Grund der Gesamt-N- und «-Amino-N-Analysen, den Be- 
funden der freien Aminosauren aus Mycel und Kulturmedium gewonnenen 
Ansichten von der Verschiedenheit ganz jungen Mycels der Induktions- 
periode, dem Mycel der mittleren Wachstumsphase und dem in Autolyse 
befindlichen, finden ihre Erginzung und Vervollstiindigung in der Be- 
trachtung der Verhiltnisse der Hydrolysat-Aminosauren. 


c) Der mit dem 9. Kulturtag beginnende autolytische Proteinzerfall, 
der in den Analysen des 12. und 15. Tages auffallig in Erscheinung tritt, 
fiihrt offenbar gleich zu einem viel tiefer greifenden Substanzabbau als 
nur zu den Proteinbausteinen (Aminosiuren). Dies zeigt der Vergleich 
der groBen Mengen verschwindender Proteinaminosduren und die NH,*- 
N-Analysen, gegeniiber dem dazu verhiltnismaBig geringen Auftreten 
freier Aminoséuren im Kulturfiltrat. 


Diskussion 
a) Zur Wahl der N-Quelle 


Die hier beschriebenen Versuche wurden mit dem fiir den gewahlten 
Organismus besonders geeigneten Nitrat als einziger N-Quelle vor- 
genommen. Dies erméglichte fiir den Stickstoffstoffwechsel physiologisch 
einheitliche Vorbedingungen, indem die Mannigfaltigkeit der vom Organis- 
mus synthetisierten und weiterhin zur Zellsubstanz verarbeiteten N-hal- 
tigen organischen Substanzen aus einer einzigen, zunichst reduktiv um- 
zuwandelnden C-freien N- Quelle gebildet werden muBten. Traten dann 
in Mycel und Kulturmedium Amino-N-haltige Substanzen auf, so sagte 
ihre Art und Menge in friihen Wachstumsstadien direkt etwas aus iiber 
Kigentiimlichkeiten des zu diesen Zwischensubstanzen fiihrenden Auf- 
baustoffwechsels. Aus folgendem Grunde verdient dies besondere Be- 
achtung: Bei Verwendung einzelner oder zahlreicher Aminosiuren als 
N- Quelle hat man es gleich mit einer Vielzahl méglicher primarer Stoff- 
wechselvorgiinge zu tun, die nur sehr eingeschriinkt direkte Riickschliisse 


auf zu beobachtende Verainderungen im Substrat zulassen. Es seien ge- 
nannt: 


1, Méglich ist eine direkte Aufnahme, die jedoch fiir verschiedene Aminosiuren 
ganz verschieden erfolgt (aktiv, passiv, mit oder ohne Energieaufwand; vyl. RrpPEn 
u. Mitarb., 1941, sowie Gann, 1953). 

2: Méglich ist eine bereits an der Zelloberflache erfolgende Umwandlung in ver- 
schiedene ,,sekundire Verbindungen“ noch ehe itiberhaupt wesentliche Stoffwechsel- 
schritte in den Zcllen abgelaufen sind (RrerEt u. Mitarb., 1938; Rorusrer, 1954; 
Katrina, 1955) (Desamidierung, Desaminierung, Transaminierung). 

3. Méglich ist die direkte Weiterverarbeitung (Einbau) einzelner aufgenommener 
Aminosauren im Proteinstoffwechsel (GaLB, 1953; ToENNrES u. SHOCKMAN, 1953). 
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4. Moglich ist eine starke Anreicherung in den Zellen in freier oder ».gebundener“‘ 
Form (GALE, 1953). 

5. Méglich ist ein Abbau aufgenommener Aminosiuren in Bruchstiicke, z. B. 
getrennter Verbrauch der C-Skelette fiir oxydative, energieliefernde Prozesse im 
Atmungsstoffwechsel (Woops, 1948; Woxr, 1948). 

6. Moglich ist eine Aufnahme, Umwandlung und Wiederabgabe einzelner Amino- 
sauren an das Kulturmedium (Gaur, 1953). 


b) Vergleich mit anderen Arbeiten 


Aus einem Vergleich der Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen 
von einem wachsenden aeroben Streptomyces-Stamm mit den aus der 
Literaturiibersicht zu erkennenden Resultaten der alteren und neueren 
Arbeiten an aerob girenden Hefen geht hervor, daB man es bei der Aus- 
scheidung Amino-N-haltiger Substanzen in beiden Fallen mit verschie- 
denen Prozessen zu tun hat, sofern es sich nicht um die bei Beendigung 
des Wachstums bzw. der Garung einsetzenden Autolyse-Erscheinungen 
handelt. Alle Untersucher von Hefen fanden iibereinstimmend, daB es 
da eine von der spateren Autolyse getrennte Abgabe N-haltiger Sub- 
stanzen gibt, die mit der Garung selbst verbunden ist, und die parallel 
zu dieser ansteigt und abfallt. Demgegenitiber geht die oxybiontisch ver- 
laufende Vermehrung aller bisher untersuchten aeroben Phycomyceten, 
Aspergillaceen und Streptomyceten in der mittleren Wachstumsphase 
gerade mit einem Minimum der Abgabe solcher Substanzen vor sich. 
Zu den Verhaltnissen bei ganz jungem Mycel der Induktionsperiode liegen 
bei Hefen bisher noch keine vergleichbaren Untersuchungen vor. Die in 
dieser Arbeit bei einem Streptomyces-Stamm erhaltenen Ergebnisse zeigen 
aber, daB qualitative und halbquantitative Analysen der in allen Wachs- 
tumsstadien auftretenden N-haltigen Substanzen durch ihre charakteri- 
stische Zusammensetzung aufschluBreiche Einblicke ermoéglichen, die dazu 
verhelfen kénnen, den vagen Begriff von ,,Autolyse‘ den verschiedenen 
Wachstumsstadien entsprechend zu prazisieren (vgl. HAmHN, 1952). 

Zu den vorliegenden Resultaten vergleichbare Verhiltnisse finden sich 
in den Arbeiten an Aspergillaceen und Phycomyceten. Folgende Uberein- 
stimmungen liegen vor: 

1. Der Gesamt-N-Gehalt des jiingsten Mycels ist am héchsten und fallt 
mit zunehmendem Alter kontinuierlich ab (vgl. 8. 120). 

2. Die Ausscheidung organisch gebundenen Stickstoffs ist — bezogen 
auf Trockenmycel — innerhalb der Induktionsperiode am héchsten, fallt 
in der mittleren Wachstumsphase auf den niedrigsten Wert ab, um dann 
nach beendetem Wachstum durch Mycelzerfall wieder stark anzusteigen. 
Auf Grund der Tatsache, daB man bisher bei Stoffwechseluntersuchungen 
die Anfangsstadien des Wachstums nur selten beriicksichtigte, legen nur 
wenige und unvollstandige qualitative Ergebnisse vor, so daB eine ver- 
gleichende Betrachtung noch unvollkommen ausfallen muB. 
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Rao u. VENKATARAMAN (1952) wiesen papierchromatographisch im Kulturfiltrat 
von Penicillium chrysogenum-Schiittelkulturen (definiertes Medium) am 2., 3. und 
4. Tag nach: Glutaminsiure, «-Alanin, Prolin, gefolgt von Leucin, Valin, Tyrosin, 
Asparaginsiure und gegen Ende des Wachstums noch Phenylalanin, Histidin und 
Cystein. 

Ree (1954) fand bei Pen. chrys. in definiertem Medium am Ende des Wachs- 
tums folgende Aminosauren frei vor: «-Alanin, Leucin, Glykokoll + Serin. 

Morton u. BRoaDBENT (1955) haben bei Scopulariopsis brevicaulis nach 3 bis 
23 Tagen Wachstum mit verschiedenen N- Quellen folgende Aminosauren im Kultur- 
medium nachweisen kénnen, vorherrschend: Glutaminsaiure, Asparaginsaure, 
«-Alanin, y-Aminobuttersaure und weiterhin Spuren von Glykokoll, Serin, Prolin, 
Valin, Leucin, deren Mengen bis zum 20. Tage gréBer wurden. 

Corum u. Mitarb. (1954) fanden bei Streptomyces erythreus mit Glykokoll als 
N- Quelle bereits am 1. bis zum 3. Kulturtag «-Alanin und Valin im Medium. Am 
4. bis 6. Kulturtag konnten sie keine freien Aminosdéuren nachweisen. Erst danach 
stieg deren Zahl wieder an: ,,with some certainity‘‘ fanden sie: Glutaminsaure, 
Asparaginsiure, Methionin, Threonin, Tyrosin, Leucin, Isoleucin; ,,with less 
certainity‘: Arginin, Cystein und Histidin. 

Foae (1951) sowie WATANABE (1951) beschrieben fiir Blaualgen das freie Vor- 
kommen von Glutaminsiure und «-Alanin neben anderen N-haltigen, organischen 
Substanzen im Kulturmedium. 


Zu den eigenen Befunden sind daraus folgende Ubereinstimmungen zu 
erkennen: In den Anfangsstadien des Wachstums fanden sich vor allem: 
a-Alanin und Glutaminsiure (und bei Strept. erythr. auch Valin). Cha- 
rakteristisch fiir die spiiteren Stadien und die Autolyse erweist sich in 
allen Fallen das Auftreten von: Histidin, Arginin, Leucin und Tyrosin, 
welche durch den Proteinzerfall frei werden. 


3. Die Menge freier Aminosiiuren im Mycel steigt wahrend der Induk- 
tionsperiode an, erreicht am Anfang der mittleren Wachstumsphase den 
héchsten Wert und nimmt gegen das Ende des Wachstums hin allmahlich 
ab. Ahnliche Mengenverhiiltnisse fanden sich in zwei Arbeiten, die eben- 
falls fortlaufende, iiber die ganze Wachstumsphase verteilte Analysen 
gaben. Qualitativ lagen dort folgende Verhiltnisse vor: Rao u. VENKA- 
TARAMAN (1952) fanden mit Pen. chrys. bei maximaler Gesamtmenge 
am 4. Kulturtag folgende Aminosiiuren im Mycel: viel: Glutaminsiure, 
a-Alanin, Histidin, Cystein; weniger: Prolin, Valin, Leucin, Tyrosin. 
PYLE (1954) wies mit dem gleichen Stamm nach 2—3 Tagen die gréBte 
Gesamtmenge nach, wobei folgende Verhiltnisse vorlagen : viel: «-Alanin, 
Glykokoll +- Serin; weniger: Glutaminsiure, Asparaginsiure, Leucin; 
Spuren von: Glutamin, Lysin + Ornithin, Arginin, Histidin, Prolin und 
Valin. 

Aus der Fiille der Arbeiten iiber freie Aminosiiuren aus Mikroorganis- 
men, die keine fortlaufende Beziehung dieser Fraktion zum Wachstums- 
prozeB verfolgten, kénnen hier nur noch einige besondere Untersuchungen 
genannt werden, zumal deren Ergebnisse in der Hauptsache auch fiir die 
anderen Arbeiten giiltig sind. Die Zunahme freier Aminosiuren im Mycel 
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nach Zusatz einer N- und C- Quelle zu vorher N-verarmten Organismen 
untersuchten eingehender bei Torulopsis MrmTTinEN (1951, 1955), bei 
Aspergillus oryzae SIMONART u. CHOW (1953, 1954) und bei Endomycopsis 
Katine (1955). Stets fanden sich in solchen Versuchen tibereinstimmend 
in groBter Menge: Glutaminsiure, x-Alanin, Asparaginsiiure, (y-Amino- 
buttersaure). Bei Torulopsis dazu noch besonders: Arginin, Lysin, neben 
Glutamin, Asparagin, Glykokoll, Serin, Threonin, Valin, Tyrosin. 
Letzteres bestiitigten Versuche von Taytor (1949), der bei Hefe mit der 
ebenfalls von GaLE (vgl. GaLE, 1953) angewandten Decarboxylase- 
Technik auch grofe Mengen von Arginin und Lysin neben Glutaminsiure 
fand. Dies starke Hervortreten der basischen unter den freien Amino- 
sdéuren ist offenbar eine besondere Eigenschaft bestimmter Hefen, die 
derart bei anderen Mikroorganismen nicht beschrieben wurde. Die 
eigenen Analysenergebnisse zusammen mit den genannten Arbeiten 
zeigen, daB die besprochene Fraktion neben charakteristischen Ab- 
weichungen doch bei den meisten Organismen eine tibereinstimmende 
Grundzusammensetzung aufweist, die wohl auf der Ebene der Vorstufen 
und Bausteine ein Bild fiir die prinzipielle Ubereinstimmung der Eiwei}- 
bildung im ganzen Organismenbereich ist. 


c) Zur Physiologie der freien Aminosduren 

Was 1a8t sich nun zu den qualitativen Analysenergebnissen aus den 
Kenntnissen der Aminosiurensynthesewege sagen? Die zahlreichen, in 
neuester Zeit gegebenen Darstellungen dieses Arbeitsgebietes (vgl. die 
eingangs der Arbeit zitierte Literatur 8.109) gestatten hier eine Beschran- 
kung auf die Diskussion einiger Besonderheiten. 

Die im direkten Anschlu8 an den Krebs-Cyclus entstehenden ,,Grund- 
aminosiuren’ (vgl. ABELSON, 1953): Glutaminsiure, Asparaginsadure, 
a-Alanin sind frei im Mycel und auch im Kulturmedium stark vertreten, 
was fiir den untersuchten Streptomyces-Stamm die allgemein gemachten 
Feststellungen bestitigt. Auffallig hingegen ist in den vorliegenden Ana- 
lysen das starke Vorkommen von Glykokoll und Serin in beiden Frak- 
tionen, was bisher nur vereinzelt beschrieben wurde (vgl. MIETTINEN, 
1951, 1955; Py, 1954; Hoar, 1955). Einer dieser beiden Aminosauren, 
welche durch ihre Synthesewege in der Zelle unmittelbar verkniipft sind 
(BuaKLEy, 1954; Wane u. Mitarb., 1954), wahrscheinlich dem Glykokoll, 
kommt den vorliegenden Befunden nach zu schlieBen ein zentralerer 
Biosyntheseweg zu. VIRTANEN (1955) warf neuerdings die Frage auf, ob 
Glykokoll nicht etwa noch zu den Grundaminosiuren gerechnet werden 
mu8. Das quantitativ nur noch mit der Glutaminsaure konkurrierende 
Auftreten des Glykokolls in beiden untersuchten Fraktionen bestirkt die 
in dieser Hinsicht bestehenden Vorstellungen. Beachtenswert ist dabei 
noch die unterschiedliche Verteilung der beiden Aminosauren auf Mycel 
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und Kulturmedium: Glutaminsiiure dominiert innerhalb der freien 
‘Aminosiuren des jungen Mycels weit tiber das zweithaufigste Glykokoll, 
wihrend im Kulturfiltrat Glykokoll vor Serin und «-Alanin die Glutamin- 
siure tiberwiegt. Es bliebe zu untersuchen, ob hierfiir neben der Bildungs- 
geschwindigkeit dieser Substanzen ausschlieBlich Permeabilitaétsverhalt- 
nisse (Exosmose) eine Rolle spielen, oder aber Besonderheiten der unter- 
suchten Mikroorganismengattung. Bekanntlich ist fiir die meisten Strepto- 
myces-Stimme — nachgewiesen auch fiir den hier untersuchten Stamm — 
Glykokoll eine der besten N-Quellen neben Nitrat (vgl. LINDENBEIN, 
1952; Prennia, 1953). Dies zeigt, daB der Organismus iiber eine groBe 
vom Glykokoll ausgehende Verarbeitungsméglichkeit zur Synthese der 
iibrigen Aminosaduren verfiigt, und die Abgabe an das Kulturmedium 
jedenfalls nichts mit einem ,,EngpaB‘‘ oder einer Blockierung des Stoff- 
wechsels an dieser Stelle zu tun haben kann. Weiterhin sieht man, da8 hier 
ein Organismus, der Glykokoll als ausgezeichnete N- Quelle verarbeitet, 
selbst bei Nitrat als einziger N- Quelle groBe Mengen Glykokoll syntheti- 
siert. Es ist dies auch wieder ein Zeichen dafiir, daB die in den Zellen nach- 
weisbaren freien Aminosdéuren in bestimmten Wachstumsstadien u. a. 
grundlegende Schliisselsubstanzen des Proteinstoffwechsels anzeigen. 

Nachdem bisher die einfachen Amino-N-haltigen Verbindungen der 
Kulturfiltrate und Mycelextrakte getrennt dargestellt wurden, soll nun 
die Frage nach ihrem Zusammenhang besprochen werden. Die auf 
S. 111 ff. gegebene Literaturiibersicht lie erkennen, daB mit Ausnahme 
von Katine (1955) alle Untersucher Amino-N-haltiger Verbindungen des 
Kulturmediums, die nicht offensichtlich autolytischen Ursprungs sind, 
von diesen Substanzen als von Ausscheidungen der Zellen sprachen. So 
fanden z. B. Morton u. BROADBENT (1955) bei Scopulariopsis am 5. Kul- 
turtag tibereinstimmend in Mycel und Kulturfiltrat im Verhaltnis 150: 1: 
a-Alanin, Glutaminsiure, Asparaginsiiure und y-Aminobuttersiure. Auf 
Grund der Gleichheit der beiden Fraktionen diskutierten sie eine Aus- 
scheidung dieser Intermediarprodukte der Proteinsynthese infolge nicht 
ausbalanzierter physiologischer Verhiltnisse. Dabei fanden sie keinerlei 
Abhangigkeit von verschiedenen N-Quellen. Auch waren in ihren Ver- 
suchen die Mengen ausgeschiedener Substanzen nicht denjenigen der 
N-Quelle proportional, sondern der Menge verarbeiteten Stickstoffs. 
Ersteres hatte mehr fiir einen ,,overflow‘‘-Stoffwechsel im Sinne von 
FostER gesprochen, letzteres hingegen deutet auf andere, von dem N- 
Angebot unabhingigere Verhiltnisse. 

Dieser Arbeit zufolge gabe also Exosmose ,,iiberschiissiger“ freier Sub- 
stanzen des Mycels den im Kulturfiltrat auftretenden den Ursprung. 
Etwas ganz anderes stellt demgegeniiber die genannte Arbeit von Katrne 
(1955) fest: er fand entweder tiberhaupt keine freien Aminosiuren im 
Kulturmedium, oder aber bei bestimmter N-Quelle (Asparagin) keine 
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Beziehung zwischen den im Kulturmedium durch Stoffwechselaktivititen 
der Zelloberflache auftretenden .Verbindungen (die iibrigens die gleichen 
sind wie bei Morton!) und den freien Aminosiuren aus dem Mycel. 
Gema8B Karine handelt es sich bei den von allen anderen Autoren be- 
schriebenen Ausscheidungen um Autolyseprodukte. Auf die Unterschied- 
lichkeit der Befunde, die durch die Arbeiten von Morton u. BROADBENT 
bzw. anderer Autoren einerseits und Karrine andererseits gegeben sind, 
kann in der vorliegenden Arbeit nur als mogliche Fragestellungen ein- 
gegangen werden. Die Ergebnisse der eigenen Analysen fiihren beim 
Aufsuchen ursachlicher Zusammenhinge zwischen den freien Amino- 
sauren des Mycels und der Kulturlésung zu folgenden Feststellungen: 

1. In den hier beschriebenen Versuchen ist NO,~ die alleinige Stickstoff- 
quelle. Ihre Umwandlung in die fiir den Aminosauren- und Eiweifstoff- 
wechsel notwendige Amino-N-Form geschieht, den Untersuchungen an 
anderen Mikroorganismen nach zu urteilen, im Inneren der Zellen und 
nicht an der Zelloberfliche innerhalb einer ,,auBeren Stoffwechselregion“. 
Sollte dies derart auch bei Strahlenpilzen der Fall sein, so hatte man 
es zunichst mit einer Exosmose zu tun, wenn aminogruppenhaltige 
organische Substanzen im Kulturmedium auftreten. Diese konnten dann 
allerdings durch Stoffwechselaktivititen der Zelloberflache weiter ver- 
arbeitet werden, so da zu den primar ausgeschiedenen Verbindungen 
sekundire nicht ausgeschiedene Umwandlungsprodukte hinzukaémen. 
Damit sind aber Verhaltnisse gegeben, die es bei den vorliegenden 
Analysen nicht gestatten, weitere Aussagen tiber die aufgefundenen Sub- 
stanzen zu machen. 

2. Innerhalb jeder untersuchten Probe ergaben sich charakteristische 
qualitative sowie quantitative Unterschiede zwischen den in groBter und 
kleinerer Menge in den beiden Fraktionen auftretenden Substanzen, die 
eine einfache Deutung durch Exosmose ausschlieBen. Dartiber hinaus 
traten ja auch im Kulturmedium Verbindungen auf, die zu keinem Zeit- 
punkt unter den aus dem Mycel extrahierbaren zu finden waren. 

3. Beim Vergleich der im Autolysezeitraum (Ky, K,, und K,; der Tab. 2) 
vorhandenen qualitativen Zusammensetzung der beiden Fraktionen mit 
derjenigen wahrend der Induktionsperiode ergeben sich auffallige und 
charakteristische Unterschiede, so da8 man beide Erscheinungen nicht 
auf den gleichen Entstehungsproze8 zuriickfiihren kann. 

Spiitere Einzeluntersuchungen im Sinne von Katine (1955), jedoch 
mit Mycelien verschiedener Altersstadien, werden zur Losung der hier 
aufgetretenen Probleme fiihren konnen. 


Herrn Prof. Dr. A. Rrepet-Baupes danke ich fiir sein stetes Interesse an der 
Arbeit. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft ist die Gewahrung von Sachbeihilfen 
fir die Durchfihrung der Arbeit zu verdanken. 
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Zusammenfassung 


Bei einem in synthetischer Nahrlésung mit Glycerin und Nitrat in 
Schiittelkultur wachsenden Streptomyces-Stamm wurden nach 2 bis zu 
15 Tagen Kulturdauer fortlaufende qualitative und halbquantitative 
papierchromatographische Analysen der freien Amino-N-haltigen Sub- 
stanzen des Mycels, des Kulturmediums und der Proteinaminosauren des 
hydrolysierten Mycels vorgenommen. Die halbquantitativen Werte wur- 
den gesichert durch Gesamt-x-Amino-N-Bestimmungen nach VAN SLYKE 
u. Mitarb. Die Ergebnisse sind zusammen mit weiteren Analysendaten 
besprochen: Trockenmycelgewichte, alkoholische Mycelextraktgewichte, 
pu-Werte, Gesamt-N-Gehalte extrahierten Mycels, Amino-N-Gehalte 
hydrolysierten, extrahierten Mycels, Amid- und NH,*-N-Gehalte des 
Kulturfiltrates. Vorherrschende freie Aminosauren im Mycel — bei maxi- 
maler Gesamtmenge am 3. Tag — waren in absteigenden Mengen: 
Glutaminsiiure, Glykokoll, «-Alanin, Asparaginséure und Valin. Hau- 
figste Substanzen im Kulturmedium — bei maximaler Abgabemenge des 
Mycels am 2. Tag — waren neben 8 nur am 2. und 3. Tag vorhandenen 
unbekannten Substanzen: Glykokoll, Serin, «-Alanin, Glutaminsaure, 
y-Aminobuttersiure. Am 7. Tag kamen dazu: Prolin, Leucin-Isoleucin, 
Phenylalanin und «-Aminobuttersiure. In der Autolyse am 12.—15. Tag 
erschienen weiterhin: Oxyprolin, Tyrosin, Tryptophan, Lysin, Histidin 
und Arginin. 

Auf Grund einer zusammenfassenden Darstellung der Literatur des 
Gebietes wurden die Analysen besprochen und mit entsprechenden Er- 
gebnissen anderer Autoren verglichen. Die im Wachstumsverlauf sich 
andernde qualitative und quantitative Zusammensetzung der unter- 
suchten Fraktionen als Zwischensubstanzen des Proteinauf- und -abbaus 
weist hin auf dessen charakteristische, tiefgehende Unterschiede in den 
verschiedenen Entwicklungsstadien. 


Literatur 


Asrtson, P. H., E. Botton, R. Brrrren, D. B. Cowrm and R. B. Roperts: 
Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 39, 1020 (1953). — Astrup, T., A. Stace u. E. OLsen: 
Acta chem. scand. (Copenh.) 5, 1343 (1951). 

Bawpacct, E., C. Sparua u. A. Grey: Arch. Mikrobiol. 20, 347 (1954). — Bar- 
ToN-Wriaat, EK. C.: Biochim. et Biophysica Acta 3, 679 (1949). — Buaxuey, R. L.: 
Nature (Lond.) 178, 729 (1954); 174, 652 (1954). — Brockmann, H., u. B. Franck: 
Angew. Chem. 67, 303 (1955). — Brockmann, H., u. N. Prennta: Z. physiol. Chem. 
292, 77 (1953). 

Camict, L., G. Sermonti et E. B. Carn: Bull. Org. mond. Santé (Genéve) 6, 265 
(1952). — CuristensEn, H. N.: Amer. Rev. Biochem. 22, 233 (1953). — CLurrEr- 
BucK, P. W., R. Lovern and H. Rarsrrick: Biochemic. J. 26, 1907 (1932). — 
Cocurane, V. W., and J. E.Conn: Bull. Torrey Bot. Club 77, 10 (1950). — 


Corum, C. J.. W. M. Stark, G.M. Witp and H.L. Brrp jr.: Appl. Microbiol. 
2, 326 (1954). 


Veranderungen einfacher aminostickstoffhaltiger Substanzen 135 


Dietzex, E., H. BeEnRENBRUCH u. M. EvcKen: Arch. Mikrobiol. 15, 179 (1950). 

Euuer, H. von, u. H. Fryx: Z. physiol. Chem. 157, 222 (1926). 

Feporov, M.V.: Microbiol., Moskva 21, 395 (1952). — Fimpzs, P., and 
W. E. vAN Heynincen: The Nature of Virus Multiplication. Cambridge 1953. 
2. Symp. Soc. Gen. Microbiol. — Foae, G. E.: Proc. Roy. Soc. (Lond.) Ser. B. 189, 
372 (1951). — Fosrmr, J. W.: Chemical Activities of Fungi. New York: Acad. Press. 
1949. — Foster, J. W., and J. J. Perry: J. Bacter. 67, 295 (1954). — Froma- 
Gnor, Ci., M. Jusrisz et P. Tessier: Bull. Soc. Chim. biol. (Paris) 31, 689 (1949). — 
Frommer, W.: Arch. Mikrobiol. 28, 385 (1956). — Fry, B. A.: The Nitrogen Meta- 
bolism of Microorganisms. London: Methuen u. Co. Ltd. 1955. 

Gaz, E. F.: J. Gen. Microbiol. 1, 53 (1947). — Adv. Proteinchem. 8, 285 (1953). 
— Gates, E. F., and J. B. Forxss: Nature (Lond.) 178, 1223 (1954). — Gate, E. F., 
and M. B. van Hatrrren: Biochemic. J. 50, 34 (1951). — Grok, W.: Z. physiol. 
Chem. 299, 112 (1955).— Grrt, K. V., K. 8. Goparkrisunan, A. N. RADHAKRISH- 
NAN and C. §. VarpyanatTHan: Nature (Lond.) 170, 579 (1952). 

Harun, H.: Biochemie der Garungen. Berlin: W. de Gruyter u. Co. 1952. — 
Hatyorson, H. O., and S. Sprecerman: J. Bacter. 65, 496 u. 601 (1953). — 
HarrTerius, V.: C. r. Lab. Carlsberg. Ser. physiol. 22, 211 (1937). — Haypuox, M.: 
Z. Spiritus-Industr. 4, 173 (1881). — Henrrxssoy, E.: Physiol. Plant. 4, 542 (1951). 
— Hoarz, D.S8.: J. Gen. Mikrobiol. 12, 534 (1955). — Hockrnnutt, D. J.: J..of 
Exper. Bot. 1, 194 (1950). — Hotcuxtss, R. D.: J. of Exper. Med. 91, 351 (1950). 

Iwanorr, N.N., u. F. A. Krupxina: Biochem. Z. 212, 255 (1929). 

JAGNow, G.: unverdffentlicht (1956). — Jarvis, F. G., and M. J. JoHNnson: 
J. Amer. Chem. Soc. 69, 3010 (1947). — Junszn, H. L.: Bacter. Rev. 18, 195 (1954). 

Katine, H.: Arch. Mikrobiol. 22, 368 (1955). 

Lampirt, L. H.: Biochemic. J. 18, 459 (1919). — LinpEenBEry, W.: Arch. Mikro- 
biol. 17, 361 (1952). 

MackeEnziz, R. M., and R. P.Coox: Biochemic. J. 50, i (1952). — Manont, L., 
A. GRAUER and C. NevuserG: Biochim. et Biophysica Acta 10, 540 (1953). — 
Mayer, A.: Untersuchungen iiber die alkoholische Garung, den Stoffbedarf und 
den Stoffwechsel der Hefepflanze. Heidelberg: C. Winter 1869. — Murzner, H.: 
Planta (Berl.) 45, 493 (1955). — Mrerrinen, J. K.: Ann. Acad. Sci. fenn. Ser. A IT 
6 (1954). — Morton, A. G.: Nature (Lond.) 168, 333 (1951). — Morton, A. G., 
and D. BroapBENT: J. Gen. Microbiol. 12, 248 (1955). 

Nevesere, C., u. I. Manpu: Z. Vitamin-, Hormon- u. Fermentforsch. 2, 480 
(1948). — Nresen, N., u. V. Harrectus: C. r. Lab. Carlsberg. Ser. physiol. 22, 23 
u. 195 (1937). — NurmiKxo, V.: Ann. Acad. Sci. fenn. Ser. A 54, IT, 1—58 (1954). 

Paucu, K.: Fortschr. Bot. 17, 579 (1955). — ParrripGe, 8. M.: Biochemie. J. 
42, 238 (1948). — Pasteur, L.: Ann. Chim. Phys. Ser. IIT 58, 397 (1860). — Pr- 
TERSON, W. H.: Ann. Acad. Sci. fenn. Ser. A IT 60, 285 (1955). — Prunntic, N.: 
Arch. Mikrobiol. 18, 327 (1953). — Naturwissenschaften 41, 62 (1954). — Arch. 
Mikrobiol. 24, 8 (1956). — Porson, A., V. M. Mostey and R. W. G. WycKHorF: 
Science (Lancaster, Pa.) 105, 603 (1947). — PRINGSHEIM, H.: Biochem. Z. 3, 121 
(1907). — Proom, H., and A. J. Worwoop: J. Gen. Microbiol. 8, 319 (1949). — 
Pytsz, A. J. H.: J. Gen. Microbiol. 11, 191 (1954). 

Rasornova, I., u. Grasconeva: Microbiol., Moskva 22, 506 (1953). — 
Rapter, F.: Arch. Mikrobiol. 22, 335 (1955). — Rao, P.L.N., u. R. VENKATARA- 
mAN: Experientia (Basel) 8, 350 (1952). — Rurnpet, F., u. W. Hore: Chem. Ber. 
85, 716 (1952). — RiepeL-Baxpes, A.: Grundriss der Mikrobiologie. 3. Aufl. Berlin, 
Gottingen, Heidelberg: Springer 1955. — Rippst, A., G. Bune u. K. NABEL: Arch, 
Mikrobiol. 9, 375 (1938). — Rreret, A., K. Naser u. W. Kosuer: Arch. Mikrobiol. 


136 N. Prennic: Veranderungen einfacher aminostickstoffhaltiger Substanzen 


12, 285 (1941). — Rirrer, R.: Arch. Mikrobiol. 22, 248 (1955). — Rorustern, A.: 
Protoplasmatologia 2 E 4 (1954). 

Scumipt-Kastner, G.: Diss. d. math.-naturw. Fakultat Gonna (1952). — 
Scumipt-Lorenz, W.: Archiv f. Mikrobiologie 25, 137 (1956). — van Styx, D. D., 
D.M. McFapyen and P. Haminton: J. of Biol. Chem. 141, 671 (1941). — Germ, 
H. W., u. G. Pascuer: Z. physiol. Chem. 296, 147 (1954). — Srern, W. H., u. 
Sr. Moors: C. 8. H. Symp. quant. Biol. 14, 179 (1950). — Srmwarp, F.C., and 
J. F. Tompson: Kap. 19 in: The Proteins, H. NeuratH and K. Barry Bd. II A 
513. New York: Academic Press 1954. 

Tornntss, G., and G. D. SHockman: Arch. of Biochem. a Biophysics 45, 447 
(1953). — Tornevist, E. G. M., and W. H. Peterson: Abstracts Amer. Chem. Soc. 
126th Meeting N. Y. 16 A (1954). 

Virtanen, A. I.: Angew. Chem. 67, 381 (1955). 

Wane, C.H., I. H. Cortepry, J. W. Davis and B. E. Caristensen: Nature 
(Lond.) 174, 1145 (1954). — Waranasz, A.: Arch. of Biochem. a Biophysics 34, 50 
(1951). — Wessrer, G. C.: Annual Rev. Plant Physiol. 6, 43 (1955). — Wuitnr- 
more, L. M. jr.: Ph. D. Thesis Univ. Wisconsin (1954). — WiK&n, T., u. O. RicHaRD: 
Leeuwenhoek, J. Microbiol. a. Serol. 19, 279 (1953); 20, 385 (1954); 21, 337 (1955). 
— Worr, F. T.: Arch. Biochem. 16, 143 (1948). — Woops, D. D.: J. Gen. Micro- 
biol. 2, 1 (1948). 

Zeitscu, I., E. D. Rosensptum, R. H. Burris and P. W. Witson: J. of Biol. 
Chem. 191, 295 (1951). 


Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 25, S. 137—165 (1956) 


(Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Universitat Gottingen) 


Untersuchungen 
tiber den anaeroben Kohlenhydratstoffwechsel 
von Aspergillus niger van Tieghem* 


Von 
WILHELM SCHMIDT-LORENZ 


Mit 8 Textabbildungen 
(Hingegangen am 25. April 1956) 


Nach den heutigen Vorstellungen iiber den Mechanismus der Citronen- 
und Oxalsaurebildung bei Aspergillus niger ist ein primarer, glykolyti- 
scher Abbau der Kohlenhydrate bis zur C,- bzw. C,-Stufe die Voraus- 
setzung fiir die eigentlichen oxydativen Prozesse der Saurebildung. In 
normaler aerober Kultur wird dieser anaerobe Stoffwechsel durch die 
vorherrschende Saurebildung weitgehend iiberdeckt und kommt erst 
unter rein anaeroben Bedingungen voll zur Geltung. Wahrscheinlich aus 
diesem Grunde fanden die anaeroben Girungserscheinungen bei Asper- 
gillus niger bisher nur wenig Beachtung. Auch bei anderen Pilzen sind 
wenige, iberwiegend nur qualitative und orientierende Untersuchungen 
uber die anaerobe Garung bekannt. Allgemein wird angenommen, daB der 
Garungsstoffwechsel bei Fadenpilzen abnlich wie bei Hefen verlauft. 
Experimentelle Beweise dafiir stehen aber noch weitgehend aus. 


Lediglich bei Fusarien liegen eingehendere Untersuchungen auch biochemisch- 
enzymatischer Art von Norp u. Mitarb. (Norp u. MuLi, 1945) vor. Die von Norp 
vertretene Auffassung, wonach im Verlaufe des anaeroben Zuckerabbaues keiner- 
lei phosphorylierte Zwischenprodukte auftreten sollen, wird allerdings von den 
meisten Biochemikern abgelehnt und konnte bisher bei anderen Pilzen nicht be- 
statigt werden. 

Von Aspergillus niger sind nur wenige, meist altere Arbeiten bekannt, die sich 
eingehender und ausschlieBlich mit dem anaeroben Stoffwechsel befassen (Kostyt- 
scHEw 1907, KostytscHEew u. AFANASSJHWA 1921, MoxiiaRp 1916, Tomirnson 
1937). Daneben sind nur vereinzelte kurze Angaben in iiberwiegend den aeroben 
Stoffwechsel betreffenden Untersuchungen eingestreut (Maxinow 1904, JuNITZKY 
1907, BurkrwitscH 1924, Mttipr 1929, Tamiya u. Miwa 1928, Tamrya 1942, 
BERNHAUER u. THELEN 1932, RippEL u. WianckE 1941). Aus neuerer Zeit liegt 
lediglich eine qualitative Analyse iiber die Fermente des Zymasekomplexes (Jaca- 
MATHAN u. SrncH 1953) sowie die Beobachtung von Alkoholbildung unter aeroben 
Bedingungen (Raveux 1950, 1954, JacquoT u. Raveux 1943) vor. 


* Auszug aus der gleichnamigen Dissertation der mathematisch-naturwissen- 
schaftlichen Fakultat der Universitat Gottingen (1955). 
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Ziel der vorliegenden Arbeit war, Beziehungen zwischen Alkohol- und 
Saurebildung bei physiologisch verschiedenen Stimmen von Aspergillus 
niger nachzuweisen, sowie Bedingungen und Verlauf des anaeroben Stoff- 
wechsels eingehender zu untersuchen. 


Methodik 

1. Die Anzucht der Pilze erfolgte im Brutraum bei 25°C in 100 oder 200 ml 
Erlenmeyer-Kolben, die je 25 bzw. 50 ml einer Nahrlésung folgender Zusammen- 
setzung enthielten: 10% Glucose, 0,5% NH NOs, 0,15% KH,PO,, 0,005% FeSO,, 
0,025% ZnSO,, 0,1% Blattagar und Zusatz von Spurenelementlésung nach HoaG- 
LAND ohne Fe und Zn. Die Sterilisation erfolgte in iiblicher Weise im Autoklaven. 

Da alle aufgestellten Stoffwechselbilanzen auf das Ausgangsmyceltrockengewicht 
von Kontrollkulturen bezogen wurden, auch zur Aufstellung der Wachstumskurven 
eine moéglichst weitgehende Ausschaltung von Ertragsschwankungen anzustreben 
war, erwiesen sich folgende MaBnahmen zur Erzielung gleichmaBiger Mycelernten 
in Parallelkulturen als notwendig: a) Zusatz von 0,19% Agar zur Nahrlésung (durch 
erhdhte Viscositat des Mediums ergibt sich eine regelmaBigere Verteilung der ein- 
geimpften Conidien iiber der ganzen Fliissigkeitsoberflache, wodurch gleichmabige 
Keimung, O,-Versorgung und Nahrstoffaufnahme gewahrleistet wird; RrppEt 1936, 
WETTER 1954). b) Impfung mit sehr dicker Sporensuspension. c) Verwendung von 
geeichten Kulturkolben mit stets gleichgroBer Fliissigkeitsoberfliche. d) Gleich- 
maBige Verteilung der Nahrlésung durch sterile Abfiillung der vorher insgesamt 
sterilisierten Lésung in trocken sterilisierte Kolben. e) Verwendung von Watte- 
hauben nach JANKE (1952) zwecks gleichmaBigeren Gasaustausches. 

2. Bei allen Stoffwechselversuchen wurde nach der Methode der fertigen 
Pilzdecken-Kultur (Foster 1950) gearbeitet, da in Vorversuchen kein wesent- 
licher Unterschied insbesondere der anaeroben Stoffwechselaktivitét zwischen 
Pilzdecken und Submersmycel gefunden wurde. Nach Anzucht wurde die erste 
Kulturlésung vorsichtig abgegossen, die Pilzdecken vor und nach einer einge- 
schalteten 12stiindigen Wasserzwischenkultur mit sterilem aqua dest. zweimal 
gewaschen, aus sterilen Abfiillbiiretten die Glucoselésung und gegebenenfalls Puffer- 
und andere Zusitze eingefiillt und bei Anaeroben-Versuchen sofort anaerobe 
Bedingungen hergestellt. 

3. Anaerobentechnik. Voraussetzung zur Aufstellung rein anaerober Stoff- 
wechselbilanzen war eine sorgfaltige Anaerobentechnik, da bei Pilzen mit iiber- 
wiegend oxydativem Stoffwechsel die Bildung aerober Stoffwechselprodukte und 
sekundires Wachstum vorherrscht, solange noch Spuren von Sauerstoff vorhanden 
sind. — Die Pilzdecken wurden in der Garlésung versenkt, der Sauerstoff durch 
Adsorption und Verdrangung mit O,-freiem N, bzw. H, entfernt. Bei gréBeren 
Serienversuchen wurden die Garkolben in einem Vacuum-Trockenschrank unter- 
gebracht, in dem nach mehrmaligem Evakuieren und Fiillen mit O,-freiem N, an- 
aerobe Bedingungen iiber langere Zeit aufrechterhalten werden konnten. 

Zur quantitativen Bestimmung des gebildeten CO, wurden die Garkolben mit 
NaOH gefiillten Giraufsitzen versehen und anaerobe Bedingungen nach der 
Methode von RosrnTHat (1937) hergestellt. 

Nach Abbruch der Kulturen wurde durch mikroskopische Kontrolle und Beimpfen 
von Wiirze- und Bouillon-Petrischalen auf etwaige Infektionen gepriift. Infektionen, 
die sich bei derart mannigfaltigen Arbeitsgingen nicht ganz vermeiden lassen, er- 
folgten nur bei neutraler Reaktion der Garlésung, dann allerdings in 5% aller Fille. 

4. Analytische Bestimmungen. Nach Abbruch der Versuche wurde der 
pu-Wert gemessen (mit Glaselektrode und Metrohm Mefgerat Type E 196) und 
die gebildete Kohlensaiure nach einer von Dorrtne (1950) beschriebenen Methode 
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bestimmt. Die Pilzdecken wurden abfiltriert, mehrfach mit aqua dest. gewaschen 
und nach Trocknung bei 100—105° C in Wageglaschen gewogen. Das Kulturfiltrat 
wurde bis zur analytischen Aufarbeitung in dickwandigen Flaschen eingefroren 
aufbewahrt. Bei allen Anaeroben-Versuchen mit Acetaldehyd-Bestimmungen wur- 
den die Kulturkolben vor Versuchsabbruch zur Vermeidung von Acetaldehyd- 
Verlusten auf unter + 5° C abgekiihlt und alle weiteren Arbeiten unter stindiger 
Hiskiithlung vorgenommen. 

Im Trockenmycel wurde bestimmt: Nach Hydrolyse mit H,SO, (Leoronp 
u. Honsre 1954) und Anthron-Zusatz colorimetrisch die hydrolisierbaren 
Kohlenhydrate (Morris 1948); Mannit wurde durch mehrfache Alkohol- 
extraktion isoliert und nach Zusatz von Na-Arsenit polarimetrisch bestimmt 
(OBaton 1929). 

Direkt im Kulturfiltrat wurde bestimmt: Zuckerverbrauch, als Differenz 
gegeniiber der unbeimpften bzw. unvergorenen Kulturlésung, mit Feuirmescher 
Lésung titrimetrisch nach der Methode von LEHMANN-SCHOORL-MAQUENNE (KLEIN 
1932) und Somoayr 1945, bei sehr hohen Glucosekonzentrationen auch polari- 
metrisch; Brenztraubensaure colorimetrisch nach FRIEDEMANN u. HAUGEN 
(1943). Glycerin wurde nach THALEeR u. Ross (1950), Weinsaure nach Harr- 
MANN (1943) isoliert und beide nach Perjodat-Oxydation jodometrisch bestimmt. 

Kojisaéure wurde nach FeCl,-Zusatz colorimetrisch bestimmt (Tamrya 1928); 
die tibrigen organischen Sauren als Ca-Salze gefallt und nach Trennung Oxalsaure 
mit KMn0O, titrimetrisch, Citronensaure gravimetrisch bestimmt (SCHWARTZ u. 
Lana 1934). 

Im Destillat des neutralisierten Kulturfiltrats wurde bestimmt: Acetoin colo- 
rimetrisch nach NersH (1952); Acetaldehyd nach der von Tomopa (1928) ver- 
einfachten RrepER-Titration (JANKE u. Kropaczti, 1935) durch jodometrische 
Titration mit Bisulfit; Athylalkohol durch jodometrische Titration nach Bi- 
chromat-Oxydation (NeIsH 1952, JanKE u. Kropaczr 1935). Fiir dabei gleichfalls 
oxydiertes Acetoin wurden die bendtigten Reduktionsaiquivalente Bichromat be- 
rechnet und in Abzug gebracht. 

Im neutralen Atherextrakt wurde 2:3-Butylenglykol isoliert und nach 
Perjodat-Oxydation mit Na-Arsenit titrimetrisch bestimmt (NutsH 1952). Da eine 
gleichzeitige Extraktion von 15—20% des vorhandenen Glycerins nicht zu ver- 
meiden ist, wurde der Glycerin-Anteil colorimetrisch nach Chromotropsiure- 
Zusatz bestimmt (Lampert u. NertsH 1950) und die dazu bendétigten Reduk- 
tionsiquivalente Perjodat in Abzug gebracht. 

Im sauren Atherextrakt wurden die nichtflichtigen, organischen 
Sauren papierchromatographisch nachgewiesen. Es wurde mit der eindimensio- 
nalen, absteigenden Methode unter Verwendung des Papiers ,,Schleicher u. Schiill 
Nr. 2043b Mgl.“* bei 19—20° C gearbeitet. Die beste Trennung wurde mit dem von 
Lone, QuayLE u. STEDMANN (1951) angegebenen Gemisch: Alkohol: 16% Athyl- 
amin = 80:20 erreicht. Entwickelt wurde mit einem py-Indicator (Bromkresol- 
purpur) und ammoniakalischer Silbernitratlosung, wobei die Sauren in charak- 
teristischen, zum Teil im UV-Licht fluorescierenden Farben hervortreten. 


Beziehungen zwischen aerober Alkohol- und Saurebildung 
Aerobe Alkohol- und Stéurebildung wiéhrend des 
Wachstumsverlaufes 


Ausgeprigte Alkoholbildung unter aeroben Bedingungen erfolgt haufig 
bei Mucor-, Fusarium- und Rhizopus-Arten, bei Aspergillus nur bei 
wenigen Arten mit besonders hoher anaerober Giraktivitat wie Asp. 
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clavatus und oryzae (Tamiya 1942). Bei Asp. niger, der auf Grund der 
vorherrschenden Bildung organischer Saéuren als extrem oxydativer 
Organismus angesehen wird, ist aerobe Alkoholbildung nur bei sehr 
hohen Zuckerkonzentrationen bekannt (JaAcquot u. RavEux 1943, 
Ravevux 1950, 1954). Da bei Vorversuchen auch bei stark siurebilden- 
den Stiimmen unter normalen Versuchsbedingungen eine z. T. erhebliche 
intermediire, aerobe Alkoholbildung beobachtet wurde, sollte der Ver- 
lauf von Alkohol- und Saurebildung waihrend des Wachstums eingehen- 
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Abb. la. 15% Glucose, physiol. sauer 


der untersucht werden. Neben der physiol. sauren wurde eine physiol. 
alkalische Kulturlésung (NaNO, 1,059) verwendet, da nach Kosty- 
TSCHEW u. AFANASSJEWA (1921) bei Asp. niger die anaerobe Girung nur 
im neutral-alkalischen Bereich einsetzt und schon im schwach sauren 
Bereich gehemmt sein soll. 

Von einem gemeinsamen Kulturansatz wurden je 4—5 Parallelen in 
12—24stiindigem Abstand geerntet und Myceltrockengewicht, px, 
Alkohol, auftretende organische Siiuren sowie Zuckerverbrauch be- 
stimmt. Es wurden 3 Stiimme von Asp. niger mit unterschiedlichem 
physiologischen Verhalten gegenitibergestellt : 


Stamm 4020 (Citronens.-St.) war frisch isoliert und bildete in 
physiol. saurer Lésung kraftig Citronensiiure neben wenig Oxalsiure. — 
Stamm 4285 (Oxals.-St.) bildete ausschlieBlich Oxalsiure. — Stamm 
4217 zeigte auch nach Kultur auf verschiedensten Kultursubstraten 
keinerlei Saéiurebildung. Auch Passagen iiber die tiblichen Zwischen- 
kulturen zur Regenerierung des Siurebildungsvermégens zeigten keinen 
Erfolg. — Asp.terreus, ein Stamm mit gleichzeitiger Koji- und Itacon- 
siiurebildung wurde zum Vergleich herangezogen, da dieser Stamm von 
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allen verfiigbaren Aspergillus-Arten bei einem gegentiber Asp. niger sehr 
abnlichen Wachstumsverlauf die beste anaerobe Alkoholbildung zeigte. 

Bei dem citronensaurebildenden Stamm 5020 (Abb. 1b) wird 
in den ersten Wachstumsstadien nur Alkohol gebildet, merkliche Saure- 
bildung setzt erst gegen 
Ende des Wachstums ein, —— C 
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Bedingungen sind auch nach Erhéhung (Abb. la) und nach Erniedrigung 
(Abb. 1d) der Zuckerkonzentration zu beobachten. 

Beim oxalsiurebildenden Stamm 4285 liegen die Verhaltnisse 
ganz aihnlich. Alkohol tritt nur in den ersten Wachstumsstadien bis zu 
Beginn der Saurebildung auf. In physiol. saurer Lésung (Abb. 2a) wird 
die gebildete Oxalsiure schnell wieder abgebaut, bleibt dagegen in 
physiol. alkalischer Losung 
(Abb. 2b) linger erhalten, 
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gebildet. Die Alkoholbil- 
Abb. 2b. 10% Glucose, physiol. alkalisch. 


Aspergillus niger 4285, oxalsiiurebildender Stamm. dung geht vielmehr noch 
Verlauf von Trockensubstanz- (« ¢), aerober Alkohol- rare re] a 
(«———-) und Oxalsiiurebildung (a— - —-— a), Glucose- ! . 2 Tage weiter und er 

verbrauch (0 ——-—o0) und py (e——»°) reicht erst kurz vor Ende 


des Wachstums ihren héch- 
sten Wert. In physiol. alkalischer Lésung (Abb. 3b) wird bei Wachstums- 
beginn je Kinheit gebildeter Trockenmasse fast doppelt soviel Alkohol wie 
in saurer Lésung (Abb. 3a) gebildet, die Alkoholbildung also stark geférdert. 


Wahrend bei allen anderen Stiimmen die Sporulation bald nach Aufbrauch des 
Zuckers einsetzt, ist hier der Beginn linger als 10 Tage verzégert und die Conidien- 
ausbildung recht sparlich und diinn. Neben viel wei8wolligen Lufthyphen erscheinen 
relativ wenige, vollausgebildete Conidien. Nach entsprechenden Vorversuchen kann 
dies nicht auf einen méglichen Spurenelementmangel (BorTELsS 1927) zuriick- 
gefiihrt werden, sondern mu8 zusammen mit der fehlenden Saurebildung als Merk- 
mal weitgehender Degeneration infolge langjihriger Kultur angesehen werden. 
Der Stamm wird seit etwa 30 Jahren in der Sammlung des Instituts auf Wiirze- 
Agar kultiviert. 
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Noch starker ist die Férderung der aeroben Alkoholbildung in neu- 
tral-alkalischer Lésung bei Asp.terreus (Abb. 4b). Auch hier hort die 
Alkoholbildung kurz nach Beginn der Saurebildung auf. Da aber letztere 
erst spat einsetzt, ist vorher die Méglichkeit zu einer langeren und inten- 
siveren Alkoholbildung gegeben, die zu Wachstumsbeginn 3—4mal, 
im Hohepunkt der Alkoholbildung mindestens doppelt so gro8 wie in 
physiol. saurer Lésung 
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wurde bisher nur von YUILL (1948) bei einer unbenannten, aber an- 

scheinend dem Asp. terreus-Typ entsprechenden Art beobachtet. 


Aerobe Alkoholbildung bei unterschiedlicher 
Luckerkonzentration 


Aerobe Alkoholbildung bei Asp. niger wurde bisher nur von RavEux beobach- 
tet und soll durch Veranderung der Konzentration einzelner Komponenten der 
Nahrlésung hervorgerufen werden. Die normale CzapeK-Kulturlosung wurde als 
eine Art ,,Gleichgewichts-Milieu“ mit optimalen Wachstumsbedingungen ange- 
sehen. Nach Stérung dieses Gleichgewichtes, besonders durch alleinige Erhéhung 
der C-Quelle (Jacquor u. Raveux 1943), oder auch durch relative Verminderung 
eines der Elemente N, 8, P, Mg oder einzelner Spurenelemente, soll mehr oder 
weniger starke aerobe Alkoholbildung (Raveux 1950, 1954) eintreten. 

10* 
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Bei Erhéhung der Glucose-Konzentration auf 15% besteht beim 
citronensiurebildenden Stamm 5020 im Verlauf von Mycelzuwachs, 
aerober Alkohol- und Saurebildung, abgesehen von einer allgemeinen 
Erhéhung aller Werte infolge héheren Angebots an Substrat-C, kein 
signifikanter Unterschied gegeniiber normaler Kultur mit 10% Glucose 
(Abb. la). Lediglich die Ausbeute an Citronensiiure ist wesentlich erhoht, 
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Abb. 4b. 10% Glucose, physiol. alkalisch. 
Aspergillus terreus. Verlauf von Trockensubstanz- (« «), aerober Alkohol- (= 
und Kojisiurebildung (w----- v), Glucoseverbrauch (0----0) und py (e——°) 


*) 


da bei relativ begrenzter N-Menge weniger Zucker zum Mycelaufbau 
verbraucht wird und somit mehr zur uneingeschraénkten Siiurebildung zur 
Verfiigung steht. 

Bei Erniedrigung der Zuckerkonzentration auf 5% (Abb. Id) ver- 
laufen Wachstum, Alkohol- und Siiurebildung wiederum ahnlich. Wie 
der sehr hohe O. K. von 55—56 anzeigt, herrscht der Aufbau von Zell- 
substanz vor. Die Produkte des Kohlenhydrat-Nebenstoffwechsels, also 
Alkohol und Siuren, werden daher in wesentlich geringeren Mengen 
gebildet. 

Auch bei allen anderen Stiimmen bewirkte im Gegensatz zu RAVEUX 
eine einfache Erhdhung oder Erniedrigung ebenso wie die Variation 
einzelner anorganischer Komponenten der Kulturlésung keine wesent- 
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liche Anderung des beobachteten Wachstumsverlaufes. Die aerobe Alko- 
holbildung wurde nicht geférdert, sondern verlief wie im Normalfall 
bei 10% Glucose. Die je Einheit Trockenmasse gebildete Menge Alkohol 
war stets annahernd gleich. Ebenfalls hérte die Alkoholbildung nach 
Kinsetzen der Saurebildung unter gleichzeitigem Abbau des Alkohols 
sofort auf. 


Bei Ravevux wurden alle Vergleichskulturen nach 3—4 Kulturtagen geschlossen 
abgebrochen und analysiert. Nach den vorliegenden Wachstumsversuchen erscheint 
es fraglich, ob damit die tatsichlichen Verhaltnisse eindeutig erfa8t werden kénnen. 
Durch wesentliche Veranderungen z. B. der Zucker- oder N-Konzentration wird der 
ganze Wachstumsablauf stark beschleunigt oder verlangsamt. So hielt bei der 15% 
Glucose-Kultur das Wachstum 2—3 Tage langer an als bei 10%, wahrend bei 
5% der Wachstumsbeginn 1—2 Tage friiher einsetzte. Bei willkiirlichem Versuchs- 
abbruch nach konstanter Versuchsdauer besteht die Gefahr, daB inzwischen schon 
wieder verschwundene Intermediairprodukte nicht miterfa8t und lediglich solche 
spaterer Wachstumsstadien erhalten werden und umgekehrt. Hine eindeutige 
Aussage iiber die von RAvEUX angegebene Wirkung einzelner Elemente scheint 
erst nach Aufstellung entsprechender Wachstumskurven méeglich. 


Es erscheint merkwiirdig, da bei der Vielzahl von stoffwechsel- 
physiologischen Untersuchungen gerade bei Asp. niger die hier aufge- 
zeigte aerobe Alkoholbildung auBer bei RAvEUX noch nicht beobachtet 
und naher untersucht worden ist. Vielleicht liegt das daran, daB immer 
nur die Vorgainge der Saurebildung im Vordergrund des Interesses 
standen, zur Saurebildung aber meist alteres, ausgewachsenes Mycel 
verwandt wurde und so die eigentlichen Stadien des aktiven Wachs- 
tums, in denen allein die aerobe Alkoholbildung intermediar auftritt, 
vernachlassigt und nicht niher untersucht worden sind. 


Aerobe Alkoholbildung bei Beliiftung 


Bei den normalerweise als aerob bezeichneten Pilzdecken-Kulturen 
kénnen genau genommen nie absolut aerobe Bedingungen aufrecht- 
erhalten werden. Die auf der Kulturlésung schwimmenden Decken 
tauchen desto tiefer in die Fliissigkeit ein, je mehr Mycel im Verlaufe 
des Wachstum gebildet wird. Mehr oder weniger grofe Zellkomplexe 
werden dann nur mangelhaft mit O, versorgt, drtlich kOnnen anaerobe 
Bedingungen vorherrschen. Bei obigen Wachstumsversuchen wurde 
Alkohol aber gerade in den ersten friihen Wachstumsstadien gebildet, 
wo das Mycel noch relativ diinn, wenig eingesunken und guter Gasaus- 
tausch in der ganzen Decke zu erwarten war. Die beobachtete aerobe 
Alkoholbildung zu Wachstumsbeginn kann also kaum durch Annahme 
ausgedehnter, anaerob arbeitender Mycelabschnitte erklart werden. 

Aerobe Alkoholbildung bei starker Kulturbeliiftung wurde bisher 
bei Rhizopus oryzae (WARD et. al. 1938), Fusarium oxysporum (LocK- 
woop et. al. 1938) sowie bei Aspergillus flavus (KLUYVER u. PERQUIN 
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1938) beobachtet. Allerdings besitzen alle drei Arten sehr geringe Oxy- 
dationskapazitiit und zeichnen sich im Vergleich zu Asp. niger durch 
eine wesentlich gréBere Zymaseaktivitat aus. 

Bei Anzucht im Kluyver-Kolben war auch bei sehr hoher Beliif- 
tungsintensitat (1201 Luft/Std/1 1 Kulturlésung) betrachtliche aerobe 
Alkoholbildung zu Wachstumsbeginn nachzuweisen. Allerdings war lan- 
gere Beliiftung als 1—2 Tage nicht méglich, da die Glasfritte von Mycel- 
flocken bald véllig zugewachsen und eine gleichmaBige Beliiftung nicht 
mehr gewahrleistet war. 

Besser 148t sich das Wachstum bei Anzucht in Schiittelkulturen, 
in denen ahnliche optimale und gleichmiéBige O,-Versorgung gegeben 
ist, verfolgen (Tab. 1). Es wurden nur die ersten Wachstumsstadien 
bis zu einer Korngré8e von 2—3 mm Durchmesser analysiert, da bei 
stirkerem Wachstum nur noch die auBersten Hyphenschichten der sehr 
dick werdenden Mycelkugeln geniigend mit O, versorgt werden und im 
Innern anaerobe Bedingungen eintreten, weshalb in alteren Schiittel- 
kulturen oft sekundir betrachtliche Alkoholbildung auftritt. 


Tabelle 1. Aerobe Alkoholbildung in Schiittelkulturen 


Submersmycel eehes rae Alkohol Citr.- Oxal- 
rocken- ucose e S 5 

Zeit . gewicht (3034) | oK- magia esate eee 
Std mm mg mg mg Tr.-M mg mg 
12 0,5 108 2753 | 50 6 (55) — — 2,4 
24 1,0 415 2219 50 31 (75) ll — 1,9 
35 2,0 aft 1193 48 41 (58) 61 4 2,1 
49 3,5 946 1013 47 ll (12) 107 13 Dest 


Mittelwerte aus 2 x 5 Schiittelkulturen, je 35ml Lésung in 200 ml Erlenmeyer- 
Kolben. Aspergillus niger Stamm 5020. 


Auch ohne Beriicksichtigung etwaiger Verdunstungsverluste ist die 
aerobe Alkoholbildung zu Wachstumsbeginn nur wenig geringer als 
in vergleichbaren Wachstumsstadien von Decken-Kulturen, ebenso tritt 
erst spater Saurebildung ein. Die aerobe Alkoholbildung wird also 
ahnlich wie bei Beliiftung im Kluyver-Kolben durch optimale O,-Ver- 
sorgung nicht gehemmt, sie kann zumindest zu Beginn des Wachstums 
nicht die Folge partiell schlecht O,-versorgter, anaerob arbeitender 
Mycelabschnitte, sondern scheint eine Begleiterscheinung der Wachs- 
tumsprozesse selbst zu sein. 


Hinflup des Sporenalters auf die Stoffwechselaktivitét 


Das Alter der zur Anzucht verwandten Sporen hat nach Ropere (1950) keinen 
EinfluB auf Wachstum und Conidienfruktifikation, wohl aber auf die Stoffwechsel- 
aktivitiét des Mycels. Fry (1931) u. Kunstmann (1950) konnten nachweisen, 
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da8B Mycelien aus jungen Sporen fast ausschlieBlich Citronensaure bildeten, bei 
Verwendung von alteren Sporen Oxal- und Gluconsaurebildung iiberwog. Nach 
PaLEy (1936) bleibt die physiologische Wirksamkeit der Sporen erhalten, wenn 
diese sofort nach Sporulation vom Mycel abgetrennt und trocken aufbewahrt 
werden. Wahrend der Sporenbildung wandert Phosphat aus dem Mycel in die 
Conidien (Scuntckn 1924). Der Phosphatgehalt der Sporen Andert sich in den 
einzelnen Entwicklungsphasen und nimmt mit zunehmendem Alter wieder ab 
(Bassas, Dame u. Krisunan 1954). 

Nach gleichmaBiger Anzucht wurden Pilzdecken aus Sporen verschiedenen 
Alters 4—6 Tage auf einfacher Glucoselésung (5%) bei Anaerobiose 6 Tage bei 
Pu 6,5, bei Aerobiose 4 Tage bei px 3 kultiviert. Die gebildeten Mengen Alkohol 
bzw. Citronenséure wurden auf das 
der 
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optimale anaerobe Garung. 
Schon bei Impfung mit 2 bis 
3 Wochen alten Sporen, wie 
sie sonst normalerweise ver- 
wandt werden, ergibt sich ein 


Abb. 5. Hinfiu8 des Sporenalters auf anaerobe Garung 
und aerobe Citronensdurebildung. 
e anaerobe Alkoholbildung, Aspergillus niger 
4217, nichtsiurebildender Stamm. 
a———aA anaerobe Alkohol-, A—-—-— A aerobe 
Citronensiurebildung, Aspergillus niger, citronensdéure- 
bildender Stamm 5020 


Abfall von tiber 40% der mit 

zunehmendem Sporenalter weiter absinkenden Garintensitat. Kin signi- 
fikanter Unterschied zwischen saure- und nichtséurebildenden Stémmen 
war nicht festzustellen. Die Citronensiurebildung wird weit weniger 
vom Sporenalter bestimmt. Mycelien aus 6 Wochen alten Sporen zeigen 
einen nur geringfiigigen Abfall von 10%, erst bei 12 Wochen alten 
Sporen sinkt die Saurebildung tber 50% ab. Ahnliche Bedingungen 
bestehen beim Oxal- und Gluconsiiurebildungsvermogen. 


HinfluB des Mycelalters auf die Stoffwechselaktivitat 


Eine Abhangigkeit des Stoffwechsels vom physiologischen Alterszustand wurde 
vor allem bei Hefen beobachtet. Swanson u. CLIFTON (1948), Eaton u. KnEIn 
(1954) und WriKén u. RICHARD (1953) fanden deutliche Unterschiede im Stoff- 
wechsel jiingerer und Alterer Zellen, wobei z. T. sogar unterschiedliche Stoffwechsel- 
mechanismen angenommen werden. VAN Niet u. Anperson (1941) konnten nur 
bei jiingeren Zellen eine ausgepragte fermentative Assimilation beobachten. Nach 
Tamiya (1928) ist bei Asp. oryzae bei jiingeren Zellen eine wesentlich gréfere Zyma- 
seaktivitat als bei alteren Mycelien nachzuweisen. 
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Nach gleichmafiger Anzucht aus frisch geernteten Sporen wurde in gleicher 
Weise wie im vorherigen Versuch die anaerobe und aerobe Stoffwechselaktivitat — 
von Pilzdecken verschiedenen Alters untersucht. 


t 
Bei dem nichtsiurebildenden Stamm 4217 bleibt das anaerobe ; 
Girvermégen bis zum Mycelalter von 6 Tagen praktisch gleich und — 
nimmt erst bei Verwendung alterer, zunehmend autolytisch zersetzter 
Decken stiirker ab (Abb. 6). Der citronensiurebildende Stamm 
5020 zeigt bei 2—3 Tage alten, also in der Phase starksten Wachstums 
und aerober Alkoholbildung 


het stehenden Zellen (Abb. 1) eine 


— 
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Abb. 6. Anaerobe Giaraktivitit und aerobe Citronen- 
siurebildung bei zanehmendem Mycelalter. 
A a anaerobe Alkoholbildung, Aspergillus niger 
4217, nichtsiurebildender Stamm, [} (CD Asper- 
gillus terreus. e e anaerobe Alkohol-, o——-—o 
aerobe Citronensiurebildung, Aspergillus niger. 


halt sich das aerobe Citronen- 
sdurebildungsvermégen von 
Decken gleichen Alters ent- 
gegengesetzt. Bei jungen Zel- 
len ist es noch relativ gering, 


citronensiiurebildender Stamm 5020 maximale Siéurebildung wird 
erst bei alteren Decken er- 
reicht, halt trotz autolytischem Mycelschwund an und sinkt erst bei 
14 Tage alten Decken stiirker ab. 

Bei Asp. terreus steigt entsprechend dem aeroben Entwicklungs- 
verlauf — lang anhaltender aerober Alkoholbildung und spat ein- 
setzender Siurebildung (Abb. 4) — die gegeniiber Asp. niger doppelt 
so grofe anaerobe Giraktivitiit bis zu einem Mycelalter von 5 Tagen — 
an, fallt dann schneller wieder ab. Die charakteristischen Merkmale der 
beiden Asp. niger-Stiimme sind hier vereinigt: Hohes Garvermégen 
bei noch wachsenden, aerob kraftig alkoholbildenden Decken — starker 
Abfall der Garaktivitit nach Aufhéren von Wachstum und aerober 
Alkoholbildung bzw. Einsetzen der Saurebildung. 

Nach weiteren Garversuchen mit insgesamt 23 verschiedenen Asp. 
niger-Stimmen, die teils mit Hilfe der Tannin-Elektiv-Kultur (PETERS 
u. RipprL-BaLpEs 1949) vorwiegend aus Bodenproben von Kalkbéden 
frisch isoliert wurden, teils aus der Institutssammlung stammten, ist 


Ee 
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der charakteristische Unterschied zwischen nichtsiure- und_ siure- 
bildenden Stammen keine zufillige Einzelerscheinung. Eine Gruppe 
von 10 Stémmen mit lediglich sehr geringer Oxalsiiure- oder alleiniger 
Gluconsaurebildung zeigte ein dhnliches Verhalten wie der nichtsiure- 
bildende Stamm 4277. Auffallig ist eine Ubereinstimmung in der morpho- 
logischen Struktur der ausgewachsenen Decken, die nur wenig gefaltet, 
glatt, ledrig, sprode, reinweiB sind und erst spit einsetzende, z. T. nur 
sparlich diinne und mit Lufthyphen durchsetzte, nicht durch Spuren- 
element-Mangel verursachte Conidienausbildung zeigen. Bei allen tibrigen 
Stéammen — es handelt sich durchweg um Neuisolierungen mit sehr 
starker Citronen- oder Oxalsiurebildung — war, wie bei dem citronen- 
sdurebildenden Stamm, zwischen 3 und 5 Tage altem Mycel ein aus- 
gepragter Abfall der anaeroben Garaktivitat um 50—75% des urspriing- 
lichen Wertes festzustellen. Alle Stamme entwickelten durchweg stark 
gefaltete und gekrauselte, schmutzig-weiBe, lockere Decken mit schnell 
einsetzender und kraftiger Sporulation. 

Eine mit zunehmendem Zellalter betrachtlich gesteigerte Abnahme der Fer- 
mentaktivitat gerade der Fermente des Zymasekomplexes wurde von LYNEN u. 
HoFFMANN-WALLBECK (1948) bei verschiedenen Penicilliwm- und Aspergillus- 
Arten nachgewiesen, wobei bei eimzelnen Fermenten, wie besonders der Apo- 
Alkohol-Dehydrase, ein wesentlich schnellerer Aktivitatsverlust als z. B. der Zymo- 
hexase und anderen zu beobachten war. Hine Erklarung des plotzlich stark ver- 
minderten anaeroben Garvermégens nach Hinsetzen der Saurebildung bei den stark 
siurebildenden St&mmen ware durch die Annahme einer irreversiblen, durch 


Einsetzen der oxydativen Saurebildung induzierten Hemmung und Aktivitats- 
verlust einzelner Fermente der letzten Garungsstufen méglich. 


Anaerober Stoffwechsel 


Anaerobe Stoffwechselbilanz im zeitlichen Verlauf der 
Garung 


Nach Anzucht aus frisch geernteten Sporen wurden junge, 2—3 Tage alte Pilz- 
decken nach 12stiindiger Wasserzwischenkultur in 5% Glucoselésung mit P- 
Puffer-Zusatz (pa 6) versenkt und nach mehrtiagiger Anaerobenkultur alle gebildeten 
Garungsprodukte einschlieBlich Mycelanalyse quantitativ bestimmt. 


Bei rein anaerobem Stoffwechsel ist auch unter optimalen Bedingungen 
der Kohlenhydratumsatz unabhangig von der Zuckerkonzentration nicht 
sehr hoch und verlauft relativ langsam (Abb. 7). Nur 60 bis hochstens 
80% des verbrauchten Zuckers werden in die Hauptgarungsprodukte 
Alkohol und CO, umgewandelt. Daneben treten in wechselnden Mengen 
Garungsnebenprodukte wie Acetaldehyd, Glycerin, Acetoin, 2:3 Buty- 
lenglykol, Brenztrauben-, Bernstein- und Weinsdure auf. Besonders zu 
Girungsbeginn setzt erhebliche fermentative Assimilation in Form von 
Mannit und Polysaccharid-Speicherung ein. Nach anfanglich konstanter 
Fermentationsrate werden Alkoholbildung und fermentative Assimilation 


mg © / 7g /rockenmasse 
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mit zunehmender Girdauer immer geringer. Die Bildung von Garungs- 
nebenprodukten wird dagegen immer grofer, geht nach Aufhoren der 
Alkoholbildung unter langsam geringer werdendem Zuckerverbrauch 
noch einige Zeit weiter, bis der gesamte Stoffwechsel wahrscheinlich durch ~ 
zu grofe Anhiufung von Garungsnebenprodukten, insbesondere Acetal- 
dehyds, nach und nach vollkommen gehemmt wird. 

Im einzelnen lassen sich die verschiedenen Girungsvorginge und ihr 
Verlauf am besten an Hand von theoretischen Girgleichungen im Sinne 
von Nevupere charakterisieren 
(Tab. 2). 
| Auf Grund der Analysenwerte wur- 

den die je 100 mMol verbrauchter 


Glucose gebildeten mMol aller einzel- 
+ | nen Garprodukte berechnet und mit 


rc ————— —————— 


Hilfe des molaren Verhiltnisses der 
prozentuale Anteil jeder einzelnen 
Vergirungsform am Gesamtzucker- 
verbrauch ermittelt. Analytisch wur- 
den 90—96% des insgesamt verbrauch- 
ten Glucose-C wiedergefunden. Es 
Glycerin, B15 wird angenommen, da8 keine anderen 
Giarungs-Neben- und -Zwischen- 
aalak Aastanler ion | produkte, soweit in analytisch faB- 


Alkohal + C02 
400 |\——+ + a 


Acetaldehy¢, 


200\- ff 


baren Mengen vorhanden, iibersehen 

0 2 Y ry 7 “70 Tage wurden, da bei der quantitativen 
Abb. 7. Zeitlicher Verlauf der anaeroben Girung Erfassung eon CO;, Glycerin, Mannit 
bei Aspergillus niger. Girprodukte und Glucose- und Acetaldehy d mit einem durch- 

verbrauch in mg © je 1 g Trockensubstanz schnittlichen Fehler und Verlust von 

10—25% zu rechnen ist. Zudem sind 
die Analysenwerte Mittelwerte aus jeweils 3 Parallelen. 

Der Anteil der IT. Vergirungsform Neusergs (10,H,,0, = 1CH, — 
CHO + 1CO, + 1CH,OH — CHOH — CH,OH), der gegen Ende der Ga- 
rung tiber 12% des verbrauchten Glucose-C erreicht, ist schon zu Beginn 
mit 49% relativ hoch. Dieselbe Erscheinung war bei Asp. terreus sowie 4 
anderen, physiol. unterschiedlich reagierenden Stiimmen von Asp. niger 
nachzuweisen. Ahnlich beobachteten TakKanasut u. Asat (1933) bei nor- 
maler, unbeeinfluBter Garung von Mucor-Arten, daB bis zu 9% des ver- 
brauchten Zuckers allein in Glycerin umgewandelt wurde. Derart iiber- 
hohte Acetaldehyd- und Glycerinbildung scheint fiir Mycel-Pilze charak- 
teristisch zu sein, waihrend sie bei Hefen nur wiihrend des kurzen Angiir- 
stadiums auftritt und spiter durch die Hauptgirung weitgehend iiber- 
deckt wird. Vielleicht wird allgemein bei Pilzen der Proteinanteil des 
reduzierenden Girungsfermentes — die Apo-Alkoholdehydrase — nur 
in geringem Mae ausgebildet und ist gegeniiber allen anderen Fermenten 
des Zymasekomplexes im Minimum vorhanden, da diese nach fermenta- 
tiver Analyse durch LyNEN u. HorrmMann-WALLBECK (1948) bei Peni- 
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cullium- und Aspergillus-Arten in einigen Fallen tiberhaupt nicht, in 
anderen Fallen mit nur sehr geringer Aktivitat nachzuweisen war. Sobela 
die Apo-Alkoholdehydrase fehlt, kann keinerlei Alkoholbildung mehr 
stattfinden, die Gaérung aber unter Bildung von Acetaldehyd und gleich- 
zeitiger Hydrierung anderer Verbindungen noch geraume Zeit weiter- 
gehen, da das zugehGrige Co-Ferment (DPN) auch mit anderen Proteinen 
spezifische Holofermente bilden kann. 


Tabelle 2. Prozentualer Anteil der einzelnen Vergérungsformen am gesamten anaeroben 


Zuckerverbrauch 
Dauer der Anaeroben-Kultur in Tagen 2 4 6 10 
I. Vergdrungsform 
1 M Glucose = 
2 M Alkohol + 2 M CO, WnGLGw WenG9.4 62,4 53,1 
IT. Vergdrungsform | 
1 Glucose = 1 Acetaldehyd 
+ 1 Glycerin + 1 CO, ......... | 4,3 4,7 10,8 12,8 
2 Glucose = 1 Acetoin | 
+ 2 Glycerin + 2 CO, ......... | baw 2,2 3,4 3,4 
3 Glucose = 2 2: 3-Butylenglykol 
+ 2 Glycerin + 4 CO, ......... 1,0 3,3 
REST ESAM berate sf aici ees ores ais) wise tail 5,7 6,9 15,2 19,5 


IV. Vergaérungsform 
1 Glucose = 1 Glycerin 
+ 1 Brenztraubensdure ........ weve ees Let 


Ila. Vergérungsform 
3 Glucose = 2 Acetaldehyd 


+ 2 Mannit + 2CO, .......... ats) 12,9" chen 1558 9,6 
Fermentative Assimilation | | | 
hydrolys. Kohlenhydrate ......... 8,3 6,1 ai 6,2 6,3 
Mannit (bereits in IIa enthalten) .. 10,9 8,6 etl 6,4 
HTS POSATM UMA Teer Sohien mune ss afeldene tee 19,2 14,7 13,9 12,7 
Nach Berechnung nach Garungsglei- | 
chungen wurde insgesamt erfapt: ..... 91,9 95,3 | 96,4 90,2 


Berechnet aus Analysenwerten durch Anwendung obiger Gargleichungen. Anteil 
jeder Vergarungsform in mg C. 


Stets 14Bt sich neben freiem Acetaldehyd auch Acetoin nachweisen, 
nicht nur bei anaerober Girung, auch bei aerober Alkoholbildung zu 
Wachstumsbeginn sowohl bei Asp. niger wie auch bei Asp. terreus. Ana- 
erob wird durchschnittlich 12—15% des gebildeten Acetaldehyds in 
Acetoin umgewandelt. — Da Acetoin wahrscheinlich durch einfache 
Kondensation zweier Acetaldehydmolekiile entsteht, — nach Junr (1952) 
wird dies nicht durch eine spezifische ,,Carboligase“ katalysiert, sondern 
ist eine Sekundarwirkung der normalen Carboxylase anzunehmen — 
14Bt sich auch hierauf die II. Vergiirungsform NEUBERGS anwenden: 
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20,H,.0, = 1CH,—CO—CHOH—CH, + 2C0, + 2CH,OH—CHOH— 
CH,OH. 

Erst in spiiteren Garungsstadien tritt 2: 3-Butylenglykol auf. Da 
die Ubertragung des Girungswasserstoffes besonders leicht bei Oxy- 
ketonen erfolgt, daher einfache Hydrierung des geniigend vorhandenen 
Acetoins anzunehmen ist, lat sich hierfiir ebenfalls eine abgewandelte 
Form der II. Vergirungsform Nervuperes anwenden: 3C,H,.0, = 
2 CH,—CHOH—CHOH—CH, + 2 CH,OH—CHOH—CH,OH + 4 CO). 
Kine ahnliche Bildung von 2:3 Butylenglykol und Acetoin ist bislang nur 
bei Hefen und Bakterien bekannt (RrepEL-BALDEs 1955) und wurde 
meines Wissens bisher noch nicht bei Mycelpilzen beobachtet. 


Bei Berechnung der Girungsgleichungen fallt auf, da besonders zu 
Garungsbeginn bei hoher Acetaldehyd- und Acetoinbildung gleichzeitig 
nur relativ wenig Glycerin nachzuweisen ist. Anfangs wird gegeniiber 
16,5 mMol Acetaldehyd je 100 mMol verbrauchter Glucose nur 3,3 mMol 
Glycerin gebildet. Zur Erklirung allein aus fehlerhafter Analyse ist die 
fehlende Glycerinmenge zu hoch. Es deutet vielmehr darauf hin, daf der 
normalerweise fiir die Hydrierung des Acetaldehyds bzw. zur Bildung von 
Glycerin bendtigte Garungswasserstoff zu anderen Reduktionen verwandt 
wird. An reduzierten Verbindungen sind in der Garlosung nur wenig 
2:3-Butylenglykol, im Mycel aber erhebliche Mengen anaerob gebildeten 
Mannits nachzuweisen. Auf Grund der recht guten Ubereinstimmung des 
Aquivalentverhaltnisses zwischen den Mengen freien Acetaldehyds, die 
dem fehlenden Glycerin aquivalent sind, und dem festgestellten Gehalt 
an Mannit, ist zu schlieBen, daB nach intermediirer Fructosebildung und 
Hydrierung mit dem bei der Acetaldehydbildung entstehenden Girungs- 
wasserstoff reduktive Mannitbildung direkt aus Glucose erfolgt, woftir 
folgende theoretischen Girgleichungen zu formulieren wiren: 


1. 1C,H,,0, = 2CH,—CHO + 2CO, + 2H, 
2. 2C,H,,.0, + 2H, = 20,H,,0, 
80,H;,0, = 2CH,—CHO.4- 200,.-..20,H.,.0,, 
Bei Berechnung der Analysenergebnisse nach dieser Summenformel 


zeigt sich im Gesamtergebnis eine gute Ubereinstimmung gegeniiber 
den anderen Giirgleichungen. 


Bei heterofermentativen Milchsdiurebakterien ist Mannitbildung aus Fructose 
durch Reduktion mit dem wihrend der Gairung entstehenden freien Wasserstofft 
nachgewiesen und als Mannitgirung bekannt (BoLcaTo 1933). 

Bei Pilzen kommt Mannit vor allem als typischer Reservestoff vor, kann aber 
auch direkt in die Kulturlésung abgeschieden werden. OBATON (1929) stellte fest, 
daB Mannit nur in den frithesten Wachstumsstadien zunichst bis zu 10% der 
Trockensubstanz gespeichert, danach schnell wieder abgebaut wird. Die héchste 
Mannitbildung erfolgt also gerade wihrend der Wachstumsphasen, in denen er- 
hebliche aerobe Alkoholbildung auftritt. Bei Asp. elegans und nidulans konnten 
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Coyne u. Raisrrick (1931) zeigen, daB die Mannitbildung unter anaeroben Be- 
dingungen bei gleichzeitig kraftiger Alkoholbildung dreifach so hoch wie in normalen 
aeroben Kulturen ist. QuiLLET u. LEGRAND (1952) stellten bei Untersuchung des 
Mannitgehaltes abgeschnittener Agaricus-Fruchtkérper fest, daB unter anaeroben 
Bedingungen unter gleichzeitiger Abnahme des Glykogens der Mannitgehalt sehr 
stark zunimmt und machten einen anaeroben Abbau des Glykogens zu Fructose 
mit anschlieBender Reduktion zu Mannit wahrscheinlich. Die Mannitbildung wird 
also durch anaerobe Bedingungen geférdert und scheint eng mit dem anaeroben 
Garungssto‘iwechsel der Pilze gekoppelt zu sein. 


Das Myceltrockengewicht nimmt gegeniiber den gleichzeitig geern- 
teten Kontrollkulturen wahrend der anaeroben Garung erheblich zu. Da 
bei strenger Anaerobiose und N-Abwesenheit Wachstumsvorgiinge villig 
auszuschlieBen sind, mu eine fermentative Assimilation der Glucose 
angenommen werden. Die Mycelanalyse zeigt, daB neben Mannitbildung 
die Speicherung betrachtlicher Mengen hydrolysierbarer Kohlenhydrate 
fiir die Erh6hung der Trockengewichte verantwortlich ist. 

Die Erhéhung des Trockengewichtes wihrend der Anaerobiose ist wesentlich 
geringer, als nach der analytisch festzustellenden Zunahme an Mannit und hydro- 
lysierbaren Kohlenhydraten zu erwarten ware. Das Trockengewicht nimmt im Gegen- 
teil im weiteren Garungsverlauf trotz ansteigender Speicherung stark ab. Nach 
Brur (1930) ist bei neutral-alkalischer Autolyse der Substanzabbau im Mycel am 
groBten, insbesondere stirkerer Chitinabbau nachzuweisen. Bei fast neutraler 
Reaktion der Garlésung steht damit der Speicherung von Mannit- und Kohlen- 
hydraten ein autolytischer Abbau von Geriistsubstanzen und anderen Zellelemen- 
ten entgegen. 


Die hochste fermentative Assimilation erfolgt sofort zu Beginn der 
Garung. Beide, Mannitbildung und Kohlenhydratspeicherung, halten 
waihrend des ganzen Garungsvorganges an. Die Mannitbildung nimmt 
mit zunehmender Gardauer ziemlich schnell ab, waihrend die Kohlen- 
hydratspeicherung in konstanter Hohe weiter verlauft. Inwieweit aller- 
dings dieser Speicherung mit zunehmender Gardauer immer starker 
werdende autolytische Abbauvorgiinge entgegenwirken, ]aBt sich nicht 
feststellen und muB offen bleiben. Bei nicht- oder nur geringfigig saure- 
bildenden Stéimmen iiberwiegt die Mannitbildung, bei stairker sdure- 
bildenden Stimmen herrscht Kohlenhydratspeicherung vor. 


Bei Hefen wurde nachgewiesen, daB wihrend der Garung selbst nur 70% des 
verbrauchten Zuckers direkt vergoren, 20—30% gleichzeitig als Reservekohlen- 
hydrat gespeichert werden (FaLES u. BAUMBERGER, 1948). Wahrend der Garung 
war eine Gewichtszunahme der Zellen festzustellen, die dem Anteil von nicht in 
Alkohol und CO, umgewandeltem Zucker aquivalent war (McNatiy 1935, 
vAN NiIEL u. ANDERSON, 1941). 

In welcher Form die Zuckerassimilation vor sich geht, konnte bisher noch nicht 
entschieden werden. Einerseits wird eine spontane Synthese iiber Hexosephosphat 
angenommen, andererseits ein zundchst primairer Abbau in einfache Bausteine wie 
z. B. Acetaldehyd und erst daraus eine sekundire Resynthese in Betracht gezogen 
(Currron 1946). Unter Umstainden wire an eine ahnliche Rolle des bei der Asp. 
niger-Garung so stark auftretenden Acetaldehyds zu denken. 


154 W. Scumipt-LoRENzZ: 


Girungshemmung durch Acetaldehyd 


Durch Decarboxylierung von Brenztraubensaure entstehender und nicht sofort 
weiter verarbeiteter Acetaldehyd wirkt als starker Hemmstoff auf das katalysie- 
rende Ferment, die Carboxylase. Die kritische Konzentration liegt bei reinen Fer- 
mentversuchen mit Hefecarboxylase unterhalb 0,04—0,1% (LOHMANN u. ScHU- 
STER 1937, MELNICK u. STERN 1947). 

Nach Zusatz von Acetaldehyd in abgestuften Konzentrationen wird bei 
sonst normalen Garbedingungen auch bei Asp. niger eine bereits ab 0,07 % 
nachweisbare, mit zunehmender Konzentration immer stiirker werdende 
Garungshemmung erreicht (Tab. 3). Bei Beriicksichtigung der bei lange- 
rer Gardauer unvermeidlichen und unkontrollierbaren Verdampfungs- 
verluste diirfte die hemmende Konzentration noch wesentlich niedriger 
liegen. Gleichzeitig mit der Gairungshemmung wird gesteigerte Brenz- 
traubensdurebildung und sekundire Acetaldehyd-Umwandlung in Ace- 
toin und 2:3-Butylenglykol induziert, somit der prozentuale Alkohol- 
anteil an insgesamt verbrauchter Glucose immer geringer. Durch Zu- 
sitze von Aneurin kann keine Aufhebung der Girungshemmung erreicht 
werden. 


Tabelle 3. Garungshemmung durch Acetaldehyd. Asp. niger 4217 


Garaktivitat 9 
hate ty a mg Alkohol/1 g Tr.-M./ Pe Meccan haa tad 
5 Tage 
Kontrolle 324; 320; 327; 34,6 
0,02 328; 321; Sase 
0,04 314; 302; 33,6 
0,07 257; 274; 31,4 
0,1 212; 244; 30,4 
0,5 98; 81; 30,5 
0,75 42; 84; 29,5 
1,0 21s. 633 26,3 


Die unabhingig von Zuckerangebot und angewandter Mycelmenge 
nach 4 Tagen beginnende Verzégerung, nach 8—10 Tagen nach Umsatz 
relativ geringer Glucosemengen eintretende Sistierung des gesamten 
anaeroben Stoffwechsels ist also ebenso wie das Auftreten von Brenz- 
traubensiure gegen Ende der Girung durch Hemmung der Carboxylase 
auf Grund relativ hoher Acetaldehyd-Konzentrationen bedingt. 


HinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf die Gdrung 


Wiahrend bei Hefen die anaerobe Giirung in einem weiten py-Bereich (py 3—7) 
von der Wasserstoffionenkonzentration unbeeinfluBt bleibt (BLamR u. Pramann 
1953, TRAUTWEIN u. WASSERMANN 1931), soll bei Asp. niger die Garaktivitat im 
neutral-alkalischen Bereich geférdert, bei saurer Reaktion fast vodllig gehemmt 
werden (KostyTscHmw u. AFANASSJEWA, 1921). Bei Asp. oryzae nimmt im Gegen- 
satz dazu die Garintensitat bei einem Optimum zwischen py 5—6 oberhalb pg 7 
sehr schnell, im sauren Bereich erst unterhalb pq 2 langsam ab (Tamrya 1928). 
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Bei den eigenen Versuchen zur aeroben Alkoholbildung konnte sowohl bei 
Asp. niger wie auch bei Asp. terreus im neutral-alkalischen Bereich ebenfalls eine 
Forderung, aber auch im stark sauren Bereich bis herunter auf px 1,8 noch merk- 
liche aerobe Alkoholbildung nachgewiesen werden (Abb. 7 u. 9). 


Bei normaler Anaeroben-Kultur (Gardauer 6 Tage) wurde ein von TRAUTWEIN 
u. WASSERMANN (1931) vorgeschlagenes Puffersystem angewandt, mit dem durch 
binére Gemische von H;PO,, K,HPO,, KH,PO, und K,PO, px-Stufen zwischen 
pu | und py 9,8 eingestellt werden kénnen (P-Konzentration = 0,125 M, oberhalb 
pu 6 = 0,25 M). Um eine mégliche Nebenwirkung der Puffersubstanzen selbst aus- 
zuschlieBen, wurden neben Phos- 


phat noch K-Biphthalat, Na- “ie al Tie 7 
Citrat, Veronal-Na und Glykokoll- 
Puffer angewandt. 600 


Bei einem ausgeprigten 
Optimum zwischen px 5,5 
und px 7 nimmt die Giarkraft 
mit zunehmender Aciditat 
und Alkalitaét nach beiden 
Seiten rasch ab (Abb. 8). 
Wahrend das Maximum der 
Alkoholbildung im schwach 
sauren Bereich bei px 5,5 
liegt, nehmen bei annaéhernd 
gleichbleibender Alkoholbil- ; 
dung fermentative Assimi- 


400 


200 


mg C/ 7g /rockenmosse / 3 Tage 


. G Py — 
lation und Bildung von 3 
oh . Abb. 8. Hinflu8 der Wasserstoffionenkonzentration 
Garungsnebenprodukten mit auf die Girung. Girprodukte und Glucoseverbrauch 
ansteigender Alkalitaét stark in mg C je 1 g Trockensubstanz. 
8 4 © Phophat-Puffer; A Citrat- oder Phthalat-Puffer. 
zu, so daB das Maximum des 1 Q@lucoseverbrauch, 2 Alkohol u. CO2, 3 fermen- 


tative Assimilation, 4 Garungsnebenprodukte: 


Gesamt - Zuckerverbrauchs Acetaldehyd, Glycerin, BTS u. a. 


erst im Neutralpunkt bei py 7 

erreicht wird. Im schwach sauren bis neutral-alkalischen Bereich besteht 
bei Anwendung anderer Puffer eine gute Ubereinstimmung mit den 
Werten der Phosphatpufferreihe. Nur im starker sauren Bereich unter- 
halb px 5,5 liegen Alkohol- und Zuckerverbrauch bei beiden anderen an- 
gewandten Puffern, Biphthalat und Citrat, wesentlich hoher als bei 
Phosphat-Puffern entsprechender Aciditat. 


Bei Asp. terreus ebenso wie bei den stark siiurebildenden Staémmen von 
Asp. niger verlauft die py-Optimumkurve vollig entsprechend. 


Wahrend bei Hefen die Garung auch von hohen Phosphat-Konzentrationen 
unbeeinfluBt bleibt, wurde ein ahnlich hemmender EinfluB schon geringer Mengen 
Phosphat bisher nur bei der Fumarsauregarung von Rhizopus beobachtet (‘TaKka- 
HASHI u. SAKAGUSHTI 1927, MupErR 1952). Die bei Asp. niger nur im sauren Bereich 
eintretende Phosphat-Hemmung der Garung ist konzentrations- und pa-abhangig 
und nimmt mit ansteigender Konzentration und Aciditat stark zu. Wahrscheinlich 
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liegt eine bei Hefen bisher nur in reinen Fermentversuchen beobachtete (Marr- 
LAND u. Roprnson 1927) Hemmung von Phosphatasen vor. Die Ursache fiir das 
alleinige Auftreten im sauren Bereich ist in einer reinen Permeabilitaétswirkung 
zu suchen. Nach den Vorstellungen von ROTHSTEIN u. Dents (1953) soll das Phos- 
phat-Kation K+ von der Zelle im Austausch gegen H+ bevorzugt aufgenommen 
werden. Ahnlich wie die organischen Sauren diirfte die dabei entstehende Phosphor- 
sdure nur im undissoziierten Zustand permeabel sein, also mit ansteigender Acidi- 
tat in zanehmendem Mafe von der Zelle aufgenommen werden. 


Neben der absoluten Héhe der Girung wird der prozentuale Anteil 
der einzelnen Vergiirungformen am Gesamt-Zuckerverbrauch durch die 
Wasserstoffionenkonzentration beeinfluBt (Tab. 4). Im stark sauren Be- 
reich herrscht die Bildung von Alkohol und CO, vor, wird mit abnehmen- 
der Aciditaét immer geringer und nimmt erst oberhalb des Neutral- 
punktes wieder etwas zu. Umgekehrt erfolgt maximale fermentative 
Assimilation bei pa 7, wobei gréBte Mannitbildung nur im schwach ~ 
sauren Bereich eintritt, dagegen die Speicherung hydrolisierbarer Koh- 
lenhydrate bei einem Maximum bei pg 8 auch noch im starker alkalischen 
Bereich bis pg 10 anhalt. Die Kohlenhydrat-Speicherung findet bei gleich- 
zeitig vollig fehlender Bildung von Mannit und Giirungsnebenprodukten 
ein zweites Maximum unterhalb pq 2,5, was der unter extrem sauren, 
allerdings aeroben Bedingungen bekannten Bildung sogenannter ,,Pilz- 
starke (Hip 1934, Curaszcz u. TruKow 1929) entspricht. 

Neben dem im Zuge der Mannitbildung entstehenden freien Acet- 
aldehyd wird die Bildung von Garungsnebenprodukten entsprechend der 
II. Vergarungsform mit zunehmender Alkalitiat immer gr6éBer und erreicht 
im Maximum bei pq 9—10 mit 16,59 des insgesamt verbrauchten 
Zuckers einen extrem hohen Wert. Ebenso nimmt auch die erst oberhalb 
des Neutralpunktes beginnende Bildung von Brenztraubensiure nach 
der IV. Vergirungsform immer mehr zu. Bei einem optimalen px-Bereich 
der Carboxylase um py 6 und zunehmendem Aktivititsverlust im alka- 
lischen Bereich (MELNICK u. STERN 1940) erklart sich beides durch 
partielle Carboxylase-Hemmung bei zu hoher Alkalitiit. Die von Nrv- 
BERG (1921) bei Hefen bei alkalischer Reaktion beobachtete, als III. 
Vergirungsform bezeichnete Bildung von Essigsiure konnte in keinem 
Falle nachgewiesen werden. 

Die von Kostytscuew u. AFANassJEWA 1921, BurKEwitscH 1924, 
TOMLINSON 1937 und Rreret u. WIANGKE 1941 iibereinstimmend beob- 
achtete giirungsfordernde Wirkung von CaCO,-Zusiitzen besteht ledig- 
lich in der Aufrechterhaltung einer fiir die Girung optimalen Wasser- 
stoffionenkonzentration. Deutliche Girungsférderung setzt erst nach 
CaCO,-Zusitzen in Konzentrationen iiber 1—2 9% ein und ist bei anderen 
Ca-Salzen nicht gegeben. Die Hohe der Girung sowie die prozentuale 
Beteiligung der einzelnen Vergiirungsformen entspricht véllig den je- 
weiligen pxy-Stufen der Phosphat-Pufferreihe (Tab. 4). 
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An organischen Saéuren konnten im anaeroben Stoffwechsel lediglich 
Bernstein-, Apfel- und Weinsiure in nur papierchromatographisch nach- 
weisbaren Mengen festgestellt werden. Nur in Kulturen mit Zusatz von 
mindestens 1% CaCO, wird Weinsiure in gréBeren, analytisch faBbaren 
Mengen gebildet. Mit zanehmendem CaCOQ,-Gehalt wird die Weinsaure- 
bildung erhoht und betraégt durchschnittlich 1,2—1,9% des insgesamt 
verbrauchten Glucose-C. Die Weinsiure wurde als K-Bitartrat isoliert 
und identifiziert. 


Tabelle 4. Hinfluf der Wasserstoffionenkonzentration auf die Gérung von 
Asp. niger 4217 
Prozentualer Anteil der einzelnen Vergaérungsformen (in mg C) am gesamten an- 
aeroben Zuckerverbrauch. Phosphat, Citrat (C) und Biphthalat (Pht)-Puffer. — 
Berechnet aus den Analysenwerten durch Anwendung der in Tab. 2 
naher bezeichneten einzelnen Gargleichungen. 


Vergarungsformen fermentative Assimilation 

ee of Kohlen- , Summe 

za I II IV Ila hydrate Mannit gesamt 
2,5.(C:) 84,0 8,9 — (8,9) 92,9 
2,45 
BBE biel 824 hoe BO abe 5,2 5,6 (3,5) (9,1) | 95,1 
3,4 
4,5 (C.) 77,6 3,3 — 6,0 5,6 (4,0) (9,6) 91,7 
4,35 
EIvent.) | .75,0 125,61 9,4 5,3 (6,3) (11,6) | 93,3 
4,8 
5,75 Sa als ak a Oe | 6,1 (8,1) (14,2) | 94,8 
5,6 
6,35 66,4 6,2 — 15,1 7,0 (10,1) (17,1) 94,7 
6,05 
7,1 57,6 7,9 0,4 | 17,3 9,7 (11,6) (21,3) 92,9 
6,8 
8,15 62.4.) O14. |, 10,7 11,0 (7,1) (18,1) | 94,6 
7,65 
9,35 62,0 8,6 4,4 5,8 6,6 (3,9) (10,5) 87,4 
8,5 
10,45 69,2 | 16,5 5,3 — 4,5 — (4,5) 95,5 
9,35 
CaCO, 2% | 62,2 6,6 — 15,2 
6,05 4 92 | (10,2) | (19,4) | 94,5 


Weinsaurebildung durch Pilze ist wenig bekannt. Nach KostytscHEw (1907) 
wird Weinsaiure anaerob ahnlich wie Glucose unter CO,-Bildung abgebaut. Brrn- 
HAUER u. BOcKL (1932) stellten bei aeroben PilcAbseeuiculadren von Asp. niger auf 
reinen Alkohollésungen neben Apfelsiure groBere Mengen Weinsaure fest. Ahnlich 
soll auch bei Fusarien der primar gebildete Alkohol vermutlich iiber die Stufe der 
Essigsiure neben anderen C,-Sauren auch zu Weinsaure abgebaut werden (RoTINI, 
Damman u. Norv 1936). 
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Die wahrscheinlich nur intermediadr auftretende und schnell wieder 
abgebaute Weinsaure wird bei Anwesenheit von CaCO, als Ca-Tartrat 
festgelegt und ausgeschieden, da organische Siuren nur im undisso- 
ziierten Zustand permeabel und von der Zelle aufnehmbar sind. Ob eine 
sekundire Umwandlung des primar gebildeten Alkohols bzw. anderer 
Girungsprodukte oder direkte Bildung im Verlaufe des normalen 
Glucose-Abbaues erfolgt, konnte nicht entschieden werden. 


Vergadrung von Pentosen 


Bei Anzucht mit Pentosen als alleiniger C- Quelle wurden bei erheb- 
lichen physiologischen Stammesunterschieden erst nach Adaptation und ~ 
mindestens 5—10fachen Passagen iiber pentosenhaltige Vorkulturen bei 
Xylose und Ribose anniihernd dasselbe Trockengewicht, bei Arabinose 
etwa 30, bei Rhamnose nur 50 prozentige Ausnutzung der C- Quelle wie 
bei Glucose erreicht. 

Anaerobe Vergirung von Pentosen, die bisher nur bei Fusarien be- 
kannt war (NorpD u. Mutt 1945), erfolgt auch bei Asp. niger und terreus. 
Allerdings ist die Garaktivitat von Pilzdecken, die aus adaptierten Sporen 
auf entsprechenden Pentosen herangezogen wurden, gegeniiber der nor- 
malen Glucose-Vergirung um mehr als 60—70% erniedrigt. Xylose, 
Ribose und Arabinose werden anniahernd gleich gut vergoren, Rhamnose 
anaerob nur wenig angegriffen. Auch durch Zusaétze von Spurenelemen- 
ten, Vitaminen, Hefe- oder Fusarium-Extrakten laBt sich der anaerobe 
Pentosenumsatz nicht weiter steigern. Infolge des sehr langsamen und 
geringen Pentosenumsatzes waren die quantitativen Stoffwechselbilanzen 
nur schlecht zu reproduzieren. 

Wie bei Glucosevergiirung wird anaerob sowohl beim citronensiure- 
bildenden Asp. niger 5020 wie auch beim nichtsiurebildenden Stamm — 
4217 neben den Hauptgirungsprodukten Alkohol und CO, auch Acet- 
aldehyd, Acetoin und Glycerin gebildet, sowie Kohlenhydrat gespeichert. 
Mannit und 2:3-Butylenglykol-Bildung konnte nicht nachgewiesen wer- 
den. Der prozentuale Anteil der Giairungsnebenprodukte am Gesamt- — 
zuckerverbrauch ist allerdings wesentlich héher als bei Glucosegirung, 
ebenso die Kohlenhydratspeicherung besonders zu Girungsbeginn mit 
tiber 16% des verbrauchten Pentosen-C auBerordentlich gesteigert. 

Das Verhaltnis gebildeter Alkohol: CO,: Acetaldehyd-Acetoin: fermen- 
tative Assimilation betragt annaihernd 1,2:2:0,6:0,7. Eine eindeutige 
Aussage tiber die Art der anaeroben Pentosenaufspaltung allein auf Grund 
der Stoffwechselbilanzen oder des Alkohol: CO,-Verhaltnisses, wie es von 
Norp bei Fusarien beschrieben wird, scheint aber nicht méglich, da hier- 
bei die hohe Beteiligung von fermentativer Assimilation und Bildung von 
Girungsnebenprodukten, die sich zudem im Verlaufe der Garung ahn- 
lich wie bei der Glucosevergirung stark andern, nicht beriicksichtigt wird. 
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Abfangen von Acetaldehyd mit Sulfit 


In aerober Kultur gelang es BERNHAUER u. SCHON (1928) und BERNHAUER u. 
THELEN (1932) bei Anwendung relativ junger Pilzdecken nach Sulfitzusatz bis zu 
60% der theoretisch méglichen Menge Acetaldehyd abzufangen. Dem gegeniiber 
konnten RrppeL u. WIANGKE (1941) unter rein anaeroben Bedingungen mit Sulfit 
nur ganz geringe Mengen Acetaldehyd — 0,23°% der verbrauchten Glucose — fest- 
legen. Da auch schon bei normaler unbeeinfluBter Garung gréBere Mengen freien 
Acetaldehyds nachzuweisen sind, ist daraus nicht auf einen anders gerichteten 
Garungsverlauf zu schlieBen, sondern es muBten Technik und Vorgang der Acetal- 
dehydfestlegung mit Sulfit unter anaeroben Bedingungen iiberpriift werden. 

Die anaeroben Garversuche wurden mit 5% Glucose angesetzt und wie iiblich 
durchgefiihrt. Carbonate wurden getrennt (trocken) sterilisiert zur Garlésung gege- 
ben. Das CaSO, wurde zu jedem Versuch frisch hergestellt. 5 g feuchtes Ca-Sulfit = 
etwa 2,5 g CaSO;. — Zur Analyse wurde unter Hiskiihlung nach der Vorschrift von 
NEvBERG u. REINFURTH (1919) das iiberschiissige Sulfit mit BaCl, gefallt. 


Nach Zugabe von neutralem Sulfit wird die Garung mit ansteigender 
Konzentration zunehmend gehemmt, etwas geringer bei CaSO,, starker 
bei Na,SO, (Tab. 5). Bei Anwendung von CaSO, wird relativ wenig 
Acetaldehyd festgelegt. Neben Acetaldehyd sind noch geringe Mengen 
Acetoin (0,65 mg/ 1 g Tr.-M) in der Garlosung nachzuweisen. Im Gegensatz 
zu Na,SO, verlauft also beim schwerloéslichen Ca-Salz die Acetaldehyd- 
Bindung nicht quantitativ. Bei 2° Na,SO, ist die Acetaldehyd-Bindung 
am groften und betragt tber das Doppelte der Bildung freien Acet- 
aldehyds in normaler unbeeinfluBter Kultur. Geringste Garungshemmung 
und héchste Acetaldehyd-Bindung erfolgt nach Neutralisation der Gar- 
lésung durch CaCO,. Bei Na,SO,-Zusatz wird mit 8,26% Acetaldehyd 
je Gesamtglucoseverbrauch — das sind tiber 41% der Theorie — der 
héchste Wert der Acetaldehyd-Bindung erreicht. 

Von Rippet u. WIANGKE wurde bei allen Abfangversuchen zur Steigerung der 
Garintensitat 2% Na,CO, zugesetzt (nicht wie irrtiimlich angegeben CaCO ;). Nach 
entsprechendem Na,CO;-Zusatz wurden bei insgesamt stark eingeschrankter Ga- 
rung und Alkohol-Bildung (py 9,5—9,9!) ebenfalls nur sehr geringe Mengen Acet- 
aldehyd mit Sulfit abgefangen. Es konnte nachgewiesen werden, da dies durch 
eine zweifache Wirkung allein des zugesetzten Na-Carbonats zu erklaren ist: 
1. erfolgt starker dissoziativer Zerfall der gebildeten Sulfit-Acetaldehyd-Additions- 
verbindung im stark alkalischen Bereich; 2. wird auch schon bei Anwesenheit 
geringer Mengen Na-Carbonats eine zunehmend starker werdende Zerstérung des 
Acetaldehyds durch Polymerisation zu héheren Aldehyden und harzigen Polymeri- 
sationsprodukten eingeleitet. Die von RipreL u. WIANGKE beobachtete geringe 
Acetaldehyd-Bildung nach Sulfit-Zusatz unter anaeroben Bedingungen beruht 
also nicht, wie angenommen, auf einer anaeroben Impermeabilitat des Sulfits, 
sondern ist allein durch zusatzliche Na-Carbonat-Anwendung bedingt. 


Schlu8betrachtungen 


Viele der bei Asp. niger beobachteten Erscheinungen des anaeroben 
Stoffwechsels finden eine Parallele in entsprechenden Garungsvorgangen 
bei Hefen, wie z. B. aerobe Alkoholbildung in der Initialphase des Wachs- 

11* 
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tums, fermentative Assimilation und erhéhte Bildung von Garungsneben- 
produkten wie besonders Acetaldehyd, Acetoin und 2:3-Butylenglykol. 
Ahnlich sind auch die Bedingungen des Acetaldehyd-Abfangens mit Sul- 
fit, Giirungshemmung bei hdheren Acetaldehyd-Konzentrationen, so- 
wie der EinfluB von CaCO,-Zusitzen auf die Garung. Soweit man aus 
reinen Bilanzversuchen schlieBen kann, besteht kein wesentlicher Unter- 
schied im Mechanismus des anaeroben Stoffwechsels zwischen Asper- 
gillus-Arten und Hefen. 


Tabelle 5. Gdrung nach Zusatz von Sulfit und Karbonaten 


mg Alkohol/ é mg Acetald./ é . eVerbr! 
% 1g Tr-M). | Ghevere | 28TeM! | Qiuecverbe. | 1g Tell 
3 Tage 3 Tage 

Kontrolle 315 30,1 32,4 3,1 1046 
CaSO, 2 212 32,7 16,2 2,48 649 
CaSO, 5 142 al 5,1 1,19 428 
Na,SO, 1 261 31,4 55,6 6,70 831 
Na,SO, 2 167 27,1 47,6 7,74 616 
Na,SO, 5 95 22,4 23,0 5,42 424 
+ 2% CaCO, 
Kontrolle 428 32,7 49,5 3,78 1309 
CaSO, 2 253 31,3 33,4 4,13 809 
Na,SO, 2 212 27,1 61,2 aE 782 
+ 2% Na,CO, 
Kontrolle 79,5 oigh 3,2 1,50 214 
CaSO, 22 74 37,1 1,4 0,70 200 
Na,SO, 2 60,5 21,3 Lt 0,39 284 


Mittelwerte aus 4 Parallelen. 


Im Gegensatz zu Hefen ist bei Aspergillus nachzuweisen : ausgesprochene 
Abhangigkeit der Giaraktivitat von Sporen- und Mycelalter, Girungs- 
hemmung durch Phosphat im sauren Bereich, Pentosenvergiirung, an- 
aerobe Weinsaurebildung nach CaCO,-Zusatz, deutliche pq-Optimum- — 
kurve der Garung und insbesondere eine mit erheblicher Bildung — 
freien Acetaldehyds verbundene, anaerobe Speicherung von Mannit. 
Die weit mehr als bei Hefen gesteigerte Bildung von Giarungsneben- 
produkten wird wahrscheinlich durch die gerade zu Girungsbeginn 
am starksten auftretende Mannitbildung verursacht, indem der dabei 
entstehende Acetaldehyd weitere Glycerin- und Acetaldehydbildung ent- 
sprechend der IL. Vergiirungsform induziert, und unter zunehmender 
Ausschaltung der zur Alkoholbildung notwendigen Alkohol-dehydrase 
dieser einmal eingeschlagene Stoffwechselweg beibehalten wird. Eine 
wesentliche Rolle dirfte dabei die von LyNnEN u. HorrMANN-WALLBECK 
(1945) gerade bei Schimmelpilzen nachgewiesene Labilitaét und der 
schnelle Aktivititsverlust der Apo-Alkohol-dehydrase spielen. 
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Die wahrend des Wachstums auftretende, sich gegenseitig ablisende 
aerobe Alkohol- und Siaurebildung ist als reiner Kohlenhydrat-Neben- 
stoffwechsel anzusehen. Bei Wachstumsbeginn besteht in jeder Kultur- 
losung, ganz gleich welcher Zuckeranfangskonzentration, ein Kohlen- 
hydrat-Uberschu8. Bei begrenzter Wachstumsgeschwindigkeit besteht 
das Bestreben, tiber den eigentlichen Baustoffwechsel-Bedarf hinaus 
die angebotenen Niahrstoffe modglichst schnell aufzuarbeiten und als 
Reservestoffe festzulegen. Neben den Wachstumsvorgingen setzt dann 
ein sekundarer Kohlenhydrat-Stoffwechsel ein, der im Sinn Fosters 
(1950) als reiner UberschuBstoffwechsel anzusehen ist. Bei geringer Zucker- 
anfangskonzentration wird dieser wie im Beispiel der 5% Glucose-Kultur 
(Abb. 1d) schon vor Ende des Wachstums immer geringer und hort frith- 
zeitig auf. Bei sehr hohem Substratangebot wird der Nebenstoffwechsel 
wie im Beispiel der 15% Glucosekultur (Abb. 1a) immer gro8er bis zum 
volligen Substratverbrauch lange nach Aufhéren des Wachstums selbst. 

In den ersten Phasen des aktiven Wachstums entsteht zunachst als 
Produkt des Nebenstoffwechsels nur Alkohol. Durch die primaren Wachs- 
tumsvorginge und die dazu notwendigen energieliefernden Atmungs- 
prozesse sind anscheinend die oxydativen Enzymechanismen weitgehend 
ausgenutzt und besetzt, eventuell noch nicht in gentigendem MaBe aus- 
gebildet, so da8 zunichst nur die erste einfachste Verarbeitungsstufe des 
Kohlenhydratabbaus in Form der einfachen anaeroben Glykolyse ver- 
wirklicht werden kann. Daneben besteht die Méglichkeit, dai gerade in 
der Phase starksten Wachstums der Energiegewinn aus dem Umsatz des 
vorhandenen Atmungssystems nicht ausreicht und besonders bei spezi- 
fisch geringer Oxydationskapazitiit die energiemaBig wesentlich unren- 
tablere anaerobe Garung zur Deckung des Energiebedarfs mit heran- 
gezogen wird. Ein Vergleich mit anderen Mycelpilzen zeigt, daf diese 
Vorstellung nicht rein spekulativ zu sein braucht. 


Die bei Asp. niger beobachteten Verhaltnisse sind ahnlich auch bei Rhizopus 
nigricans, der eine wesentlich héhere Zymaseaktivitat besitzt, nachzuweisen (Bur- 
KEWITSOH u. FepErorr 1930, Maper 1950). Die Saurebildung, hier in Form der 
Fumarsiurebildung ist am intensivsten nach Aufhéren des Mycelwachstums. 
Wahrend des aktiven Wachstums wird sehr viel weniger Saure gebildet, dafiir 
erfolgt starke aerobe Alkoholbildung. Bei einigen Mucor-, noch starker ausgepragt 
bei Fusarium-Arten, wird unter aeroben Kulturbedingungen und sogar bei starker 
Beliiftung wahrend des Wachstums auBerordentlich viel Alkohol gebildet (LocK- 
woop et al. 1938). Oxydative Stoffwechsel-End- oder Zwischenprodukte treten 
iiberhaupt nicht oder nur in sehr geringen Mengen auf. Bei spezifisch sehr geringer 
Oxydationskapazitat muB dann die zur Zellsynthese bendtigte Energie vorwiegend 
aus anaeroben Stoffwechselvorgingen gewonnen werden. Auch bei relativ hohem 
Kohlenhydratumsatz ist dieser Energiegewinn recht gering, weshalb das Wachstum 
nur sehr langsam verlauft und z. B. bei Fusarien bis zur Erreichung des Mycel- 
héchstgewichtes iiber 40 Tage dauern kann. 

Noch extremere Verhiltnisse wurden bei Hefen beobachtet (LEMOIGNE et al. 
1954). In wachsenden Kulturen wurde zu Beginn der Entwicklung bis zu 75% 
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der verbrauchten Glucose zur aeroben Garung, die auch durch starke Liiftung © 
nicht unterdriickt werden konnte, verbraucht. Ebenfalls bei jungen und wachsenden 
Kulturen von Saccharomyces konnten Swanson u. Ciirron (1948) in den ersten 
Wachstumsstadien kraftige aerobe Alkoholbildung nachweisen. Bei anfangs vollig 
fehlender O,-Aufnahme erfolgte die Synthese des Zell-C ausschlieBlich mit Hilfe 
der fermentativen Assimilation. Auch hier wurden trotz kraftiger Beliiftung bis zu 
65% des verbrauchten Zuckers aerob in Alkohol und CO, umgewandelt. Erst bei 
alteren Zellen setzte oxydativer Stoffwechsel ein. 

Erst gegen Ende des Wachstums und nach AbschluB der Mycelent- 
wicklung setzt stirkere Bildung organischer Sauren ein. Es ist an- 
zunehmen, daB die siurebildenden Enzymsysteme schon von den ersten | 
Entwicklungsstufen an in gentigendem Mae ausgebildet und angelegt — 
sind, aber durch die vorherrschenden Wachstumsvorginge gehemmt oder — 
erst nach Eintreten bestimmter Kultur- oder Alterungsbedingungen in 
Funktion treten konnen. Dafiir spricht, daB bei den Versuchen mit Pilz- — 
decken verschiedenen Alters (Abb. 6) zwar das stiirkste Saurebildungs- 
vermogen bei alteren Mycelien nachzuweisen, aber auch schon bei jiin- 
geren Zellen, die wihrend des Wachstums selbst keinerlei Siurebildung — 
zeigten, eine merkliche Saurebildung festzustellen ist. Es mu8 aber be- 
tont werden, daB das Saurebildungsvermoégen allgemein eine charakteri- 
stische Eigenart des physiol. alteren, ausgewachsenen Mycels ist. 

Der bei Asp. niger beobachtete Nebenstoffwechsel ist also in der 
Hauptsache als ein Uberschu8-Stoffwechsel im Sinne FosTers anzu- 
sehen und scheint zumindest in der Phase des aktiven Wachstums in 
Form der aeroben Alkoholbildung desto notwendiger als energieliefernder 
ProzeB aufzutreten, je geringer die dem Organismus eigene Oxydations- 
kapazitat ist. Es wird angenommen, daf die beobachteten Bedingungen 
des Wachstumsverlaufes und des damit einhergehenden Nebenstoff- 
wechsels nicht durch spezielle Kulturbedingungen hervorgerufen werden, 
sondern, daf es sich um ein mehr allgemeingiiltiges Prinzip des Ent- 
wicklungsverlaufes in Pilzkulturen handelt. 


Zusammentassung 


1. Bei Aspergillus niger erfolgt in der Initialphase des Wachstums bis 
zu Beginn der Bildung organischer Siiuren, die erst gegen Ende des 
Wachstums einsetzt, auch bei optimaler O,-Versorgung in Schiittel- und 
Beliiftungskulturen ebenso wie nach Erhéhung oder Erniedrigung der 
Zuckerkonzentration stets erhebliche aerobe Alkoholbildung. 

2. Pilzmycel aus jungen Sporen zeigt die gréRte anaerobe Garaktivi- 
tat, die bei Verwendung nur wenig alterer Sporen stark abnimmt. Das 
Siurebildungsvermégen ist erst bei einigen Wochen alten Sporen stiirker 
eingeschrankt. 

3. Die Abhingigkeit der anaeroben Giraktivitaét vom Mycelalter 
wurde bei 23 physiol. verschiedenen Asp. niger-Stimmen und bei Asp. 
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terreus untersucht. Bei Stammen mit geringer oder fehlender Saurebil- 
dung nimmt das Garvermégen mit zunehmendem Mycelalter langsam ab. 
Bei sdiurebildenden Stémmen fallt die Garaktivitat kurz nach Erreichen 
des Maximums der Saurebildung rasch um 75% des urspriinglichen 
Wertes ab. — Die maximale Saurebildungsfahigkeit wird erst bei al- 
teren Mycelen erreicht. 


4. Art und Verlauf des Stoffwechsels unter anaeroben Bedingungen 
wurde durch quantitative Erfassung der Stoffwechselprodukte und Auf- 
stellung von Stoffwechselbilanzen bestimmt und dabei neben Alkohol 
und CO, die anaerobe Bildung von Acetaldehyd, Acetoin, 2:3-Butylen- 
glykol, Glycerin, Brenztrauben-, Bernstein-, Apfel- und Weinsaure, sowie 
fermentative Assimilation in Form von Mannit- und Kohlenhydrat- 
speicherung nachgewiesen. — Die anaerobe Mannitbildung bedingt die 
Bildung aquivalenter Mengen freien Acetaldehyds, wodurch verstarkte 
Acetaldehyd-Glyceringirung induziert und immer stirker werdende 
Garungshemmung bewirkt wird. 


5. Das Optimum der anaeroben Alkoholbildung liegt zwischen py 5,5 
und 7. Die Garkraft nimmt mit zunehmender Alkalitat stark, mit zuneh- 
mender Aciditaét langsamer ab. Das Optimum der fermentativen Assi- 
milation und Bildung von Garungsnebenprodukten liegt bei py 7. 


6. Nach Adaptation werden Pentosen aerob gleich gut wie Glucose 
als C- Quelle ausgenutzt. Anaerob werden sie mit allerdings stark ver- 
minderter Garaktivitat ebenfalls unter Bildung von Alkohol, CO,, 
Acetaldehyd, Acetoin und Glycerin abgebaut. 


7. Bei Zusatz von Na-Sulfit kann Acetaldehyd unter Bildung aqui- 
valenter Mengen Glycerin bis zu 10% des verbrauchten Zuckers (gleich 
40% der Theorie) abgefangen werden. 


Herrn Prof. Dr. A. Rrepey-Batpes gilt mein aufrichtigster Dank fiir die An- 
regung zu dieser Arbeit sowie fiir seine zahlreichen wertvollen Hinweise und Rat- 


schlage. 
Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
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Studien tiber die fungicide Kupferwirkung 
bei Fusarium decemeellulare 


Von 
REINHARD TROGER 


Mit 11 Textabbildungen 
(Hingegangen am 21. Marz 1956) 


Die Entdeckung der fungiciden Kupfermittel war zufallig (vgl. Hors- 
FALL, 1945, Frear, 1949). Erst spater kamen in der Pflanzenschutz- 
forschung Hypothesen iiber die Art der Wirkung des Kupfers auf. 
NAGELI (1893) begriindete die Vorstellung von der Oligodynamik. 
McCatian (1930b) sowie GoLDSWORTHY u. GREEN (1936) zeigten, da 
geringe Spuren gelésten Kupfers in Pilzsporen bis zur letalen Dosis 
akkumuliert werden kénnen. WoRTHMANN (1919) u. Katine (1920) 
entwickelten die Anschauung, das Kupfer wirke durch eine ,,Strahlung“, 
die die Pilzsporen abtéte, was aber durch Rapanus (1922) widerlegt 
wurde. 

Nach einer Theorie, die VILLEDIEU (1923), HooKER (1924) u. CHAINE 
(1929) vertreten haben, soll das Kupfer lebenswidrig katalytisch wirken, 
was in der Literatur wenig Beachtung fand (vgl. Horsrauy 1945, 8. 116). 
Fir die Ansichten VILLEDIEUs sprechen aber die Untersuchungsergeb- 
nisse von CLARK (1902), BAKER u. GIMINGHAM (1911) sowie McCaLLan — 
(1930). 


Spitere Arbeiten beschaftigen sich hauptsaichlich mit der Frage, wie es zur 
Lésung von fungiciden Kupferanteilen aus dem Spritzbelag kommen kann. Martin 
(1932) hat den Chemismus der Bordeaux-Brithe geklirt und festgestellt, daB sich 
bei gewoéhnlicher Temperatur ein basisches Kupfersulfat mit der Formel — 
Cu[(OH),],- CuSO, bildet, wenn weniger als 0,75 Aquivalente Calciumhydroxyd zu 
einem Aquivalent Kupfersulfat gegeben wurden. Das Kupfer ist in der Spritzbriihe 
weitgehend unldéslich. RrBEREAU u. GAYON (1933) fanden vier Teile geléstes Kupfer 
je Million. Auch Werte von 0,2—0,5 y Cu/ml wurden gemessen. Diese Kupferkonzen- 
trationen liegen unter der physiologischen Konzentration der Organismen, kénnen 
also nicht schidlich wirken. Da man aber im gelésten Kupfer, d.h.im Kupfer-Ion 
das wirksame Element der basischen Spritzmittel sehen muBte, fehlte es nicht 
an Hypothesen, die irgendwie zu erklaren suchten, wie der Niederschlag der Spritz- 
brithe im Gegensatz zur Laborerfahrung in der Praxis dennoch zur Lésung und zur 
Aufnahme durch die Spore kommen kann. 

In alteren Arbeiten wurde die Ansicht vertreten, daB durch Regenwasser genug 
Kupferionen gelést wiirden. DaB dies nicht so ist, bewiesen SCHANDER (1904) sowie 
Witcoxon u. McCanian (1938). ADERHOLD (1899), RUHLAND (1905) u. ReckEn- 
DORFER (1926) nahmen an, da die Luftkohlensiure die Kupferverbindungen 


Die fungicide Kupferwirkung bei Fusarium decemcellulare 167 


des Niederschlages zur Lésung bringen. Wiicoxon u. McCanLan (1938) bemerkten 
dazu, daB man mit der Carbonisierung nicht die Bildung des léslichen Kupfers 
erklaren kann, weil der CO,-Druck der Atmosphire unter normalen Bedingungen 
nicht dazu ausreicht. 


BartTH (1894) u. CLarK (1902) vertraten die Ansicht, daB die bespriihten Blatter 
einer Pflanze Stoffe an ihre Oberfliche abgeben, die das Kupfer aus dem Spritz- 
belag lésen, was sich aber als nicht zutreffend erwiesen hat, denn RUHLAND (1904) 
u. McCatxan (1930b) haben bewiesen, daB Pilzsporen auch auf bespriihten Glas- 
platten getétet werden. 

Crark (1902), RunLAND (1904), BarKER u. GrmrncHam (1911) sowie McCarLan 
(1930b) erklarten, daB nicht von den Blattern, sondern von den Pilzsporen selbst 
Stoffe abgegeben werden, die das Kupfer des Spritzbelages in Lésung bringen 
k6énnen. Die Vorstellung wurde in der Literatur als ,,Selbstmordtheorie“ bezeichnet. 
Gegen diese Ansicht spricht, daB sich die Tétungsrate mit der gréBeren Dichte der 
Sporeneinsaat vermindert (vgl. GoLDsworTHy u. GREEN 1936). GoLDswoRTHY 
u. GREEN (1936) wollen im unléslichen Spritzbelag einen Kupferanteil nachge- 
wiesen haben, der fiir die Conidien frei verfiigbar sei und die fungicide Wirkung 
hervorrufen soll. 

Bei einer Gegeniiberstellung der Theorien fallt auf, daB wohl das 
,,Was* beachtet, aber kein groBer Wert darauf gelegt wurde, zu wissen, 
wie das Kupfer die Conidien abtotet. 

Fur einen experimentellen Versuch, die Frage nach dem ,,Wie“ zu 
beantworten, muB fiir die Arbeitshypothese in tblicher Denkweise 
zunachst beachtet werden, daB der fungicid wirkende Korper in irgend 
einer léslichen Form von der Zelle aufgenommen wird; denn nur was 
gelost ist, vermag zu reagieren, und das Leben kann nur in der Zelle 
vernichtet werden. 

Eine kolloidchemische Wirkung von Kupferionen kommt wohl nicht 
in Betracht. Die Kupfermengen, die den fungiciden Effekt erzielen, 
schwanken zwar in GroBenordnungen des Mehrfachen der notwendigen 
Menge des ,,Spurenelementes‘‘, erreichen aber nicht die Konzentrationen, 
die eine kolloidchemische Wirkung auslosen konnen. Man bedenke, daB 
das Plasma in seiner Dispersitit durch Alkali- und Erdalkaliionen in 
Mengen stabilisiert ist, deren Wirkung aufzuheben nur betréchtliche 
Konzentrationen von Schwermetallen vermogen; und daf die Zelle 
dag Eisen in vielfach gréBeren Mengen, als die bisher gebotenen, phy- 
siologisch benétigt, ohne daB Eisenionen schon denaturierend wirken. 

Es ist auch gar nicht mit einer analytisch feststellbaren Menge Kupfer- 
ionen in der Zelle zu rechnen, denn als Metall der ersten Nebengruppe 
des periodischen Systems der Elemente ist es ein ausgesprochener Kom- 
plexbildner. Das Kupfer kann deshalb auch nicht als Cupri-Cupro- 
Ionengemisch im Sinne eines elektronenisomeren Redoxsystems poten- 
tialherrschend zur Geltung kommen. Im Bereich der physiologischen 
cH+ kénnte bestenfalls mit Kupfer in Hydroxokomplexen gerechnet 
werden, die wasserstoffisomere Systeme sein kénnen. Weiter ist beim 
Kupfer zu beriicksichtigen, dafs Cupri-Ionen stets hydratisiert sind und 
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dabei 4 Molekiile Wasser komplex binden, also als Aquo-Komplexe 
betrachtet werden miissen. Dies wird in Zellsystemen aber weit von der 
vorherrschenden Komplexaffinitaét der organischen K6rper tibertroffen. 
So fungiert Kupfer aufgrund seiner verschiedenen Wertigkeiten als — 
wirksamer Anteil von Fermentsystemen, wie in der Phenoloxydase 
(Dauron u. NELSON 1938/39) und Polyphenoloxydase (KuBow1tz 1937). 


Hier trifft das Bekannte der Fermentchemie mit der Theorie von 
VILLEDIEU zusammen. Der katalytische Effekt in der fungiciden Wirkung 
des Kupfers kann aber nicht nur eine Kontaktwirkung, eine Berithrung 
der Zelle mit den ungelésten Teilchen einer Kupferverbindung, sein. 
Der letzte Effekt der katalytischen Funktion ist in der Zelle zu suchen. 


Mit den Arbeiten, iiber die hier berichtet wird, wurde versucht, eine 
Erklarung dafiir zu finden, was dem Befund und der Theorie von VILLE- 
DIEU zugrunde lag. Dabei zerfiel die Aufgabe in zwei Teilprobleme: 
erstens in das recht umstrittene Problem der Kupferaufnahme durch 
die Pilzspore und zweitens in das bislang noch jeder Anhaltspunkte 
entbehrende Problem des Ortes und der Art der fungiciden Wirkung 
des Kupfers. 


Material und Methode 


Alle verwendeten Glasgerite (auBer Objekttrigern und Deckglisern) waren 
ausschlieBlich aus Jenaer Gerateglas 20. Sie wurden mit KOH, HCl und aqua 
dest. gereinigt. 

Die Destillation des Wassers erfolgte in einer Schott-Apparatur aus Raso- 
therm- bzw. Geriteglas. Das Wasser kam also nicht mit Metallgegenstaénden in 
Beriihrung. 

Die verwendeten Chemikalien hatten den handelsiiblich héchsten Reinheits- 
grad und wurden entweder von Schuchardt, Merck oder Schering bezogen. 2,9- 
dimethyl-1,10-Phenantrolin war ein Institutspriparat. Als Agar kam Agar-Agar, 
Kobe in Faden, zur Verwendung. 

Fiir cH+-Messungen wurden Lyphan-Papier der Firma Klotz und Stuphan 
der Firma Feinchemie GmbH, Sebnitz, verwendet. 

Die Kupferbestimmungen wurden mit dem Pulfrich-Stufenphotometer der 
Firma Carl Zeiss, Jena, ausgefiihrt. — Als Kupferreagens auf 2wertiges und 
komplexgebundenes Kupfer diente Na-diithyldithiocarbamat (im Text mit DIECA 
abgekiirzt) und Dithizon. Die Reagenzlésungen waren 0,3°ig und wurden mit 
der Untersuchungsfliissigkeit 1:1 gemischt. — Fiir Kupferbestimmungen bei den 
Keimungsversuchen wurde Diphenylearbazon in der Konzentration 10 mg/10 ml 
aqua dest. verwendet. — Der Nachweis einwertiger Kupferionen erfolgte mit 
2,9-Dimethyl-1,10-phenantrolin in der Konzentration 10 mg in 10 ml 40%igem 
Athylalkohol. — Bei der Verwendung von n- Triphenyltetrazoliumchlorid, Athyl- 
urethan und 2,4-Dinitrophenol muss die Konzentration je nach Objekt aus- 
probiert werden. Die Prozentsiitze werden bei den einzelnen Versuchsreihen an- 
gegeben. 

Fiir den Nachweis der Oxydationskrafte wurde Nadi-Reagens benutzt. 
Die Zubereitung ist bei Surpara (1936, S. 96) beschrieben. Zur Pufferung wurde aber 
nicht Na,CO, benutzt, sondern 0,75%ige KOH. 
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Fir die Bearbeitung der Probleme wurde ein Pilz bendtigt, dessen Conidien 
geniigend sensibel auf Kupfer reagieren und dabei doch keine zu groBe Kupfer- 
empfindlichkeit haben. Weiterhin wurde ein Pilz mit groBen, mehrkammrigen 
Conidien gewiinscht. Als geeignet erwies sich Fusariwm decemcellulare (Brick). 
Die morphologischen und taxonomischen Daten des Pilzes sind bei WoLLENWEBER 
u. ReInkrne (1935) zu finden. 

Der Pilz bietet als Testorganismus folgende Vorteile: Er besitzt neben Mikro- 
conidien, groBe, mehrkammrige Makroconidien, die fast ungefirbt sind und in 
groBen Mengen auf gewéhnlichen Nahrsubstraten in kiirzester Zeit erzeugt werden 
kénnen. (Die Mikroconidien wurden nicht bearbeitet.) Die Conidien kénnen aus 
mehreren Kammern auskeimen. Die Keimung erfolgt noch ausgezeichnet auf 
stark alkalischem Substrat. Auf Nahrbéden wird vom Mycel ein rotes Pigment 
gebildet, das sich sowohl in den Hyphen, als auch in toten Conidien vorfindet und 
in Agar abgegeben wird. Dieses Pigment erleichtert das Auffinden des Pilzes bei 
Re-Isolierungen. Die Conidien sind sehr gut benetzbar, ein Verklumpen tritt des- 
halb in Suspensionen nicht auf. 

Die Anzucht des Pilzes erfolgte in Kulturréhrchen ausschlieBlich auf Malzagar 
in der Zusammensetzung: 30 g Malzextrakt, 2 g Pepton, 25 g Agar auf einen Liter 
aqua dest. 

Die Kulturen wurden bei 26° C + 1°C im Thermostaten bebriitet. 

Das Alter der Impfstamme betrug entweder 10 oder 30 Tage. 

Fir EHinspor-Isolierungen aus Metallsalzlésungen muBte der Gleitmikro- 
manipulator der Firma VEB Carl Zeiss verwendet werden. 

Bordeaux-Briihe wurde nach dem Rezept der American Phytopathological 
Society, Commitee on Standardisation of Fungizidal Tests (Phytopathology 33, 
633, 627, 1943) angesetzt. In 100 Litern Briihe sind 20 g Kupfer vorhanden, das 
entspricht einer 0,08%igen Brithe. 

Da neben Bordeaux-Briihe noch Kupferhydroxyd als fungicides Mittel ver- 
wendet wurde, muB dessen Herstellung beschrieben werden. Fiir die Versuche ging 
es darum, ein stabilisiertes Kupferhydroxyd zu bekommen, das ein Beschicken 
mit Conidien und ein anschlieBendes Bebriiten bei 26° C iiber 14 Tage aushalt. 
Es sollte also beim Kupferhydroxyd keine Umwandlung zum Kupferoxyd erfolgen. 
Das Kupferhydroxyd wurde nach folgender Weise hergestellt: 

5 ml einer 1% igen Kupfersulfatlésung werden mit 20 ml einer 5%igen KOH- 
Lésung bei +5°C zusammengebracht und das ausgefallene Kupferhydroxyd 
rasch 1 min bei 6000 Umdrehungen zentrifugiert. Nach 10maliger Wiederholung 
des Zentrifugierens und dem Wechsel der KOH kann man im Lésungsmittel mit 
DIECA kein Kupfer mehr nachweisen. LaBt man KOH von pq 10 iiber dem Kupfer- 
hydroxyd stehen, so findet bei Temperaturen um 26°C innerhalb von 14 Tagen 
keine sichtbare Umwandlung des Kupferhydroxyds zu Kupferoxyd statt. Genaue 
Kupferionenbestimmungen werden bei den betreffenden Versuchen angegeben. 

Die photographischen Aufnahmen wurden mit der Kontax D, bei Ver- 
wendung von Agfa Isopan FF-Film angefertigt. Objektiv: Apochromat 20x 
bzw. HI 60x. Okular: Komp. 7x. 


. Ergebnisse 
Versuche zur Kontaktwirkung 
Der erste Teil dieser Abhandlung befaBt sich mit der Theorie von 
Virteprev. Obwohl die Theorie abgelehnt wurde, war ein Nachpriifen 


der Ergebnisse notwendig, weil Virtepinus Erkenntnisse von BARKER 
u. GimmncHAM sowie McCaxnan (siehe Einleitung) untersttitzt wurden. 
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VILLEDIEU verwendete unléslich basische Sulfate des Kupfers und schwarzes 
Kupferoxyd als Fungicide. Fiir seine Versuche dienten Phytophthora-Zoosporen 
als Testobjekt. Er arbeitete mit hangenden Tropfen in feuchter Kammer oder mit 
ausgestrichenen Tropfen und suspendierte in der Fliissigkeit Zoosporen zugleich 
mit dem Fungicid. Im Ergebnis fand er ein Abtéten der Zoosporen, wenn diese 
mit den unléslichen Kupfersalzpartikelchen in Kontakt kamen und behauptete 
daraufhin, daB nur eine katalytische Wirkung der unléslichen Kupferpartikel 
vorliegen kann, da mit seinen Methoden kein lésliches Kupfer nachzuweisen war. 


Bei Veréffentlichung der Arbeiten VILLEDIEUs stand diese Ansicht 
im Widerspruch zu der allgemeinen Anschauung, da8 nur Kupferionen 
die Giftwirkung verursachen kénnen. Da VILLEDIEU lediglich mit Ka- 
liumferrocyanid als Kupferreagens arbeitete und auch keinen Kupfer- 
nachweis in dem mit Zoosporen beimpften hingenden Tropfen versucht 
hatte, konnte die Meinung aufkommen, da8 seine Versuchsergebnisse 
nicht richtig sind und der Fehler in der Versuchsmethodik zu suchen ist. 

Bei den Versuchen, die hier in den folgenden Teilen der Abhandlung 
beschrieben werden, sind ein anderer Testpilz und andere Versuchs- 
methodik verwendet worden. Die Ergebnisse sind ebenfalls nicht mit 
der Vorstellung, daB Kupferionen die fungiciden Korper sind, in 
Einklang zu bringen. 


Als ,,katalytisches Agens“ diente Kupferhydroxyd (Herstellung siehe 8. 169). 
Von der Substanz sind Portionen von 0,5 g Sediment feucht abgewogen in 100 ml 
KOH mit einer Aciditat von py 10 grob suspendiert und die Suspension mit rund 
3000 Fusarium-Conidien je ml beimpft worden. Bei den Kontrollen wurden ent- 
sprechende fungicidfreie KOH-Lésungen als Substrat verwendet. 

Als KulturgefaBe dienten Petrischalen, in welche diese Suspension nicht iiber 
4 mm hoch eingefillt wurde. Die Kulturen standen bei 26° C im Thermostaten. 
Die KulturgefaBe mit der Kupferhydroxydsuspension wurden jede Stunde einmal 
geschiittelt, so daB keine Kupferanreicherung in bestimmten Zonen der Fliissig- 
keit stattfinden konnte. 


Bei der mikroskopischen Kontrolle der Versuche war folgendes fest- 
zustellen: Die Conidien in den Kontrollschalen, d.h. in den fungicid- 
freien KOH-Lésungen, keimten nach 6—8 Std. In der Kupferhydroxyd- 
suspension war nach dieser Versuchsdauer noch keine keimende Conidie 
zu finden. 

In der Kupferhydroxyd-Conidiensuspension waren das Fungicid und 
die Sporen z. T. in engster Beriihrung (zusammengeballt) und z. T. waren 
Conidien und Kupferhydroxydteilchen frei vereinzelt in der Lésung. 
Die vereinzelten freien Sporen in der Fungicidsuspension keimten auch, 
aber erst nach 15 Std. Nur die Conidien, die mit den Kupferhydroxyd- 
teilchen ,,verklebt’* waren, keimten auch nach sechstiigiger Beobachtung 
nicht. 

Zentrifugierte man die beimpfte Kupferhydroxyd-Conidiensuspension 
(6000 U/10 min), dann war in der klaren Fliissigkeit mit DIECA kein 
Kupfer nachzuweisen. Der Indicator reagiert noch auf 0,1 y Cu/ml. 
Ks war also nicht mit einer toxischen Konzentration gelésten Kupfers 


—— 
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im Suspensionsmittel zu rechnen. Entsprechend keimten auch in der 
Lésung, die durch Zentrifugieren von allen suspendierten Teilchen, 
sowohl Kupferhydroxyd als auch Conidien, befreit war, nachtraglich 
neu hinzugefiigte Conidien nach 10 Std so allgemein wie in den Kontrollen. 

Die Versuche sind wiederholt worden. Es kam dabei statt Kupfer- 
hydroxyd-KOH die Standard-Bordeauxbrithe zur Anwendung. Das Er- 
gebnis war mit dem, was bei der ersten Versuchsreihe herausgekommen 
war, annahernd tibereinstimmend. 

Meine Versuchsbefunde bestitigen also die Beobachtungen, die der 
Theorie von VILLEDIEU zugrunde liegen. Was die Grundlage fiir diese 
_ Theorie war, ist demnach nicht zu leugnen. In der neueren Literatur 
konnte aber nur eine einzige Arbeit gefunden werden, welche zur Klarung 

dieses Phanomens herangezogen werden kénnte. Dabei wurde dort nicht 

von einer Kontaktwirkung gesprochen. Auf diese Arbeit von Goxps- 
WORTHY u. GREEN (1936) muB naiher eingegangen werden. Die Verfasser 
sahen auch das Phinomen, da vom Spritzbelag sofort nach seiner 
Applikation eine Giftwirkung ausging. Da sie die Wirkung des Belages 
nicht als Katalyse erklarten, postulierten sie ,,available copper inherent 
in the residues“. 

Zu dieser Erkenntnis waren sie folgendermafen gekommen: Als Kup- 
ferindicator wurde Nitroso-1,8-dihydroxynaphthalin-3,6-disulfonsaures 
Natrium verwendet, das mit Kupfer, Kobalt oder Eisen Komplexe 
bildet, wobei das Metall in einem anionischen Komplex als Zentralatom 
eingebaut wird. Sie gaben diesen Komplexbildner auf die Spritznieder- 
schlage und stellten eine starke Rotfarbung fest. Wie ihnen bekannt war, 
konnten kaum freie Kupferionen im Niederschlag sein. Da sie trotzdem 
eine Rotfarbung fanden, folgerten sie, daB an dem unldslichen Nieder- 
schlag ein reaktionsfihiger, d.h. geloster Rest der basischen Kupfer- 
verbindung hafte. Dieses Kupfer soll fiir die Abtétung der Conidien 
verantwortlich sein. 

Man kann das eben Beschriebene aber auch anders deuten: Es ist 
anzunehmen, da das unldsliche, basische Kupfersulfat eine — wenn auch 
geringe — Lésungstension hat, was gleicherweise ein Dissoziationsver- 
mégen bedeutet. Der Kupferindicator, den GoLDSwoRTHY u. GREEN 
verwendet haben, ist aber ein Komplexbildner mit starkerer Affinitat 
zum Metall, so da& die gelésten Anteile der basischen Sulfatbindung 
des Kupfers, wie sie an der Oberfliche der suspendierten Teilchen gegeben 
sein miissen, stets sofort gesprengt und ihre Kupferanteile in den anderen, 
festeren Komplex iiberfiihrt werden. Durch die neue Bindung des Kupfers 
entsteht fiir seine alte basische Sulfatverbindung ein starkeres Losungs- 
gefiille, als sie es ohne Vorhandensein des zweiten Komplexbildners 
hatte. Analoge Versuche kann man mit dem grauen Komplex des Kupfer- 
ion-Kupfers und einer DIECA-Lésung anstellen. 
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Es ist also festzustellen: Mit einem Komplexbildner als Reagens kann 
man nicht immer die Konzentration der freien Metallionen einer schwer- 
loslichen Substanz nachweisen. Wenn die Affinitaéit des Indicators als 
Komplexbildner starker ist, als die Affinitat der Liganden jener schwer- 


léslichen Substanz, dann ist die endgiiltige Konzentration des sich 


bildenden Komplexes nicht von der vorherigen Ionisierung der schwer- 
léslichen Substanz abhangig. Es werden Ionen solange dissoziiert, wie 
sie der Komplexbildner binden kann. 

Dasselbe Prinzip wirkt aber auch in dem Verhaltnis des suspendierten 
Kupfermittelteilchens zur Conidie, von der es beriihrt wird. Hat der 
Lésungsinhalt der Conidie Stoffe, die starkaffine Liganden eines Kom- 
plexes sein kénnen, dann entsteht unter der Voraussetzung, da die Stoffe 
nicht in die AuBenlésung gelangen kénnen, bei der Beriihrung beider 
Teile ein starkes Konzentrationsgefiille des basischen Kupfersulfates vom 
suspendierten Teilchen in die Conidienzelle hinein, was ein schnelles 
Uberfiihren des Kupfermittels in die Zelle bewirken und eine ,,Kontakt- 
wirkung* vortaéuschen kann. 


Ks ist demnach beziiglich der ,,katalytischen Wirkung“ oder der ,,Kon- | 


taktwirkung“ die Frage zu stellen, ob sich in die Conidie aufgenommenes 
Kupfer nachweisen laBt. 

GOLDSWORTHY u. GREEN haben bei Conidien die Kupferaufnahme 
untersucht und festgestellt, daf fiir Conidien, die lingere Zeit auf 
Bordeaux-Briihe-Niederschligen liegen, ein unterschiedliches Verhalten 
beziiglich der Geschwindigkeit der Metallaufnahme festzustellen war. 
Dabei haben sie aber bei ihren Anfiirbungen mit Komplexbildnern eine 
Tatsache auBer acht gelassen: Die Anfiirbung der Conidien braucht nicht 
auf eine Komplexbildung in der Conidie hinzuweisen. Der gebildete 
farbige Komplex in der Fliissigkeit um die Spritzbelagspartikel herum 
kann als Farbstoff gewirkt und die Conidien angefirbt haben. Weiterhin 
werden Metallkomplexe adsorptiv von der Conidienoberfliche gebunden, 
wenn sich die Conidie in einer waBrigen Suspension dieser Komplexe 
befindet. 

Zusammenfassend kann man somit sagen: Ein Kupfernachweis in 
der Conidie ist nicht eindeutig zu fiihren, wenn diese in einer geniigend 
konzentrierten Kupferlésung liegt, in der das Reagens schon positive 
Kupferreaktion anzeigt. Es ist dann méglich, da der Kupferkomplex 
an der Conidie adsorbiert wird, also eine Cu-Ionen-Aufnahme vortiuscht, 
oder da das Kupfer erst in der neuen komplexen Bindung in die Zelle 
einzudringen vermag. 

Wenn man nachweisen will, was GOLDSWORTHY u. GREEN beschrieben 
haben, da vom suspendierten Teilchen des Spritzbelages ein bewegliches, 
fiir die Conidie frei verfiigbares Kupfer vorhanden ist, so mu8 man 
demnach um eindeutige Ergebnisse bei der Kupferreaktion zu bekommen, 
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entweder mit der Suspension eines Kupfermittels arbeiten, deren Suspen- 
sionsmittel kein nachweisbar freies Kupfer enthilt, oder man mu8 die 
Conidie vor der Kupferreaktion aus der Fliissigkeit herausnehmen, ab- 
waschen und darf sie erst dann mit dem Reagens zusammenbringen. 

Die Bordeaux-Briihe war fiir den Versuch ungeeignet, denn in der 
Fliissigkeit kann man je nach Alter und Ansatz der Briihe 1—5 y Cu/ml 

nachweisen. Fiir solche Untersuchungen eignet sich aber stabilisiertes 
Kupferhydroxyd in KOH mit einer Aciditat von py 10. In einem Zeit- 
abschnitt bis 15 Std nach der Beimpfung der Kupferhydroxydsuspension 
und einem Bebriiten bei 20° C war in der klaren Flissigkeit, d.h. im 
Suspensionsmittel, mit DIECA kein Kupfer nachzuweisen. Benutzt 
man einen weniger empfindlichen Indicator als DIECA, so ist keine 
positive Cu-Reaktion in der Versuchsfliissigkeit zu finden. Dabei ist die 
Kupferreaktion in den Conidien eindeutig, wenn die Conidienzellen 
toxische Kupfermengen gespeichert haben. 

GOLDSWORTHY u. GREEN verwendeten Sclerotinia fructicola als Ver- 
suchsobjekt. In meinen Versuchsreihen habe ich mit Fusariwm decemcel- 
lulare gearbeitet. Die Ergebnisse gelten deshalb nur fiir Fusarium und 
konnen mit den Versuchsergebnissen von GOLDSWORTHY u. GREEN nicht 
unbedingt verglichen werden. 

Auf einem Objekttriger wurde in einem Tropfen KOH (px 10) eine Ose sta- 
bilisiertes, kupferionenfrei gewaschenes Kupferhydroxyd grob suspendiert und 
mit Fusariwm-Conidien beimpft (je Tropfen 1000 Conidien). Als Kontrolle diente 
beimpfte KOH. Eine Anzahl dieser Mikrokulturen wurde in feuchten Kammern 
bei 20° C bebriitet. In den Kontrollkulturen keimten die Conidien nach 6 Std. 
Die mit Kupferhydroxyd beschickten Kulturen lieBen zu dieser Zeit noch kein 
Auskeimen der Conidien erkennen. Jeweils im Abstand von 1 Std wurde eine 
Kultur aus dem Brutschrank herausgenommen und vorsichtig mit dem Indicator 
(Diphenylearbazon) versetzt. Jeweils nach 10 min konnte mit der mikroskopischen 
Untersuchung begonnen werden. 

Nach 1 Std Kulturdauer war folgendes festzustellen: Ein Teil der 
Conidien klebte an den Kupferhydroxydteilchen. Diese und auch die in 
der Fliissigkeit frei schwimmenden Conidien gaben keine positive Cu- 
Reaktion. Die Partikel des Kupferhydroxyds dagegen wurden bei Zu- 
gabe des Indicators tief blaurot gefarbt. 

Nach 2 Std Kulturdauer hatte eine minimale Kupferspeicherung 
in einzelnen Conidien stattgefunden. ZahlenmaBig war bei Conidien, 
die vom Kupferhydroxyd umhiillt waren, und solchen, die frei in der 
Flissigkeit schwebten, kein Unterschied bezitiglich der Anteile positiver 
oder negativer Kupferreaktion festzustellen. 

Mit der Linge der Bebrittungsdauer nahm jedoch die Zahl der Conidien 
mit positiver Kupferreaktion zu. Die Conidien am Kupferhydroxyd, 
also im Kontakt, waren dabei in der Kupferaufnahme gegen die frei 
schwebenden nicht bevorzugt. Nach 24 Std waren immer noch rund 30% 
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Conidien vorhanden, die nicht oder teilweise nicht kupferpositiv reagiert 
hatten. Die Zahlen der Conidien mit positiver Kupferreaktion waren in 
der klaren Fliissigkeit und an den Hydroxydpartikelchen wiederum gleich. 
20% der freisch wimmenden Conidien hatten nach 18 Std kurze Keim- 
schliuche getrieben; die Conidien, die mit den Kupferhydrox yd- 
partikeln in Kontakt gekommen waren, zeigten keine Keimung. 


Als Kupfergabe wurde Standard-Bordeaux-Briihe verwendet. Die Conidien 
(fiir jeden Versuch 20), die nach dem Verweilen in der Bordeaux-Briithe mit dem 
Kupferreagens behandelt werden sollten, wurden unter Verwendung fein ausgezo- 
gener Glasfaden mit dem Mikromanipulator vom Niederschlag der Briihe abge- 
nommen, in einen Tropfen aqua dest. iiberfiihrt und dort erst mit dem Reagens 
in Beritihrung gebracht. Eine gleiche Anzahl frei schwimmender Conidien wurde 
genau nach derselben Methodik behandelt. 


Auch hier war zahlenmaéBig kein Unterschied in der positiven Kupfer- 
reaktion der Conidien, die auf den basischen Partikelchen lagen, oder 
die frei in der Flissigkeit schwebten, festzustellen. Der Unterschied 
zu den Kupferhydroxydversuchen bestand darin, dab die Kupferauf- 
nahme der Conidien aus der Bordeaux-Briihe viel schneller vor sich 
gegangen war. Nach 6 Std waren nur noch rund 20% Conidien vorhanden, 
die keine oder keine teilweise, d. h. auch nicht in einzelnen Zellen positive 
Kupferreaktion aufwiesen. Die Conidien, die mit den suspendierten 
Cu-Partikeln in Berithrung gekommen waren, keimten nicht, wogegen 
die frei im Lésungsmittel verbliebenen Conidien ihre Keimfahigkeit 
nicht eingebiBt hatten. 

Die Ergebnisse der bisher beschriebenen Versuche geben zu erkennen, 
daB die ,,Kontaktwirkung* nicht mit einer besonders starken Aufnahme 
des Kupfermittels in die Zellen derjenigen Conidien, die mit dem sus- 
pendierten Kupfermittel in direkte Berithrung kamen, erklirt werden 
kann. Der Letaleffekt der ViLLEpiEuschen Kontaktwirkung ist aber 
unverkennbar. Was mit den suspendierten Kupfermittelteilchen in Be- 
riihrung steht, das keimt nicht, was frei im Suspensionsmittel schwebt, 
das keimt. Hingegen zeigt sich kein Unterschied zwischen den adsor- 
bierten und den frei suspendierten Conidien, wenn man mit dem Kupfer- 
reagens das von den Conidienzellen aufgenommene Kupfer festzustellen 
versucht. Es sind scheinbar in beiden Fiillen gleiche Mengen Kupfer 
zu finden. In diesem vorliufigen Urteil muB das Wortchen ,,scheinbar‘ 
besonders betont werden, denn es scheint nicht klar zu sein, ob die Ver- 
suchsergebnisse das Urteil als endgiiltig darzustellen erlauben. Man muB 
sich fragen, ob die bisher bekannten Methoden zur Beantwortung dieser 
Frage unzulanglich sind. 

Es hatten sich bei der Kupferaufnahme der Conidien sonderbare 
Erscheinungen ergeben, derentwegen mit einer Reihe von Versuchs- 
ansitzen die Kupferaufnahme der Conidien von Fusarium decemcellulare 
niiher zu untersuchen war. 
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Versuche tiber die Kupferaufnahme 


Bei den nachfolgend zu beschreibenden Versuchen sind keine Sus- 
pensionen schwerloslicher Kupferverbindungen, sondern echte Losungen 
von Kupfersalzen verwendet worden. 


Die Conidien wurden mit einer Platinédse den Anzuchten entnommen und in 
Kupfersulfatlésungen suspendiert. Sie bliecben in dem ,,Kupferbad‘ mit abge- 
stufter Dauer von 10 min bis 24 Std. Die Keimdichte im ,,Kupferbad“ war nicht 
gleichmaBig zu halten und schwankte zwischen 1000 und 5000 Conidien je ml. 
Als VersuchsgefaBe dienten Petrischalen (Jenaer Geriteglas 20). Die beimpften 
Kupferlésungen wurden bei 26° C im Thermostaten gehalten. 

Im Versuch mit geringen Konzentrationen des Kupfersulfates, bei dem das 
Suspensionsmittel mit dem Kupferreagens selbst nicht reagierte, wurde das Reagens 
fiir die Reaktion in den Conidien dem ,,Kupferbad“ direkt zugesetzt. Im Versuch 
mit héheren Kupfersulfatkonzentrationen wurden den Badern Conidien nach den 
gestaffelten Kinwirkungszeiten der Kupferwirkung mit dem Mikromanipulator ent- 
nommen und in destilliertes Wasser iiberfiihrt. Dort erst wurde das Kupferreagens 
zugesetzt. 

Gleichzeitig mit dem Kupfernachweis ist aus den ,,gekupferten‘‘ Conidien- 
suspensionen auf Malzagarplatten abgeimpft worden. Nach 5tagigem Bebriiten 
der Kulturen bei 26° C konnte dann festgestellt werden, ob die Conidien vom Kupfer 
getétet waren oder einen Schaden erlitten hatten. Keimten sie, dann konnte 
méglicherweise am veranderten Habitus des Pilzwachstums eine nachteilige Wir- 
kung des Kupfers festgestellt werden. ; 

Beim Kupfernachweis nach der Kupferbehandlung wurden immer 1000 Conidien 
ausgezihlt. MuBten die Conidien mit dem Mikromanipulator entnommen werden, 
dann konnten aus technischen Griinden nur 20 Conidien mikroskopisch untersucht 
werden. 

Zunichst kam % y Cu/ml (als Sulfat in aqua dest.) zur Anwendung. 
Die Aciditait der Losung war pH 4,7. 

Nach 10 min Cu-Einwirkung war kein Kupfer in den Conidien 
festzustellen, auch der Kupfernachweis im Suspensionsmittel war nega- 
tiv. Die Conidien wuchsen auf Malzagar an. Der Pilz war also nicht 
geschadigt worden. 

Nach 6 Std Cu-Einwirkung war bei der Reagenszugabe die erste 
leichte Farbung des Kupferkomplexes in den Conidien festzustellen, und 
zwar zeigten vier Conidien einen leicht rétlichen Farbton. Abimpfungen 
aus der Suspension wuchsen auf Malzagar ohne Schaden an. 

10 Std Cu-Einwirkung brachten keine wesentlich anderen Ergeb- 
nisse als das 6stiindige ,,Kupferbad™. 

Bei den Conidien mit 24 Std Cu- Einwirkung hatten 60% der Sporen 
Keimschliuche getrieben, die eine 4—6fache Linge der Conidien er- 
reichten. Der Kupfernachweis brachte bei mehreren Conidien eine blasse 
rétliche Anfirbung. Die Abimpfungen auf Malzagar wuchsen an. 

Dann wurden die Conidien in 10 y Cu/ml eingebracht. Die Aciditat 
war pH 4,5. Zur Kupferreaktion muBten die Conidien mit dem Mikro- 


manipulator der Suspension entnommen und in aqua dest. tibertragen 
12* 
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werden und konnten dort erst mit dem Kupferindicator in Verbindung 
gebracht d. h, gefiirbt werden. 

Die Ergebnisse waren hier ahnlich wie im Versuchsteil mit 1% yy Cu/ml; 
nur war der Anteil der gefarbten Conidien gréBer. Abb. 1 zeigt 2 Conidien 
desselben Ansatzes nach I stiindiger Kupferbehandlung nebeneinander. 


Abb. 1. Conidien des Testpilzes Fusarium decemeellulare nach einstiindiger Kupferbehandlung 
(10 y CuSO,/ml) und Diphenylearbazon-Einwirkung. Alter des Impfmaterials: 10 Tage. 
Vergr.: 1800 mal 


Die groBen, unnatiirlichen Vacuolen deuten auf eine gewisse Schadigung 
hin. Weiterhin schien es so, als ob bei der Conidie, die im Bilde als 
die obere dargestellt ist, die Protoplasten in den verschiedenen 
,.Kammern* unterschiedlich starke Kupferreaktion zeigten. Es ist 
jedenfalls eigenartig, daB die Conidien eines Ansatzes nicht gleich- 
maBig und gleichzeitig Cu aufnahmen. Die Conidien und auch die Kam- 
mern einer Conidie muBten physiologisch unterschiedlich gewesen sein. 


Abb. 2. Conidie von Fusarium decemeellulare nach einstiindiger Einwirkung von CuS0O,-Lésung 
(10 y/ml) und darauffolgender Diphenylearbazonreaktion. Alter der Impfkultur: 10 Tage. 
Vergr.: 1800 mal 


Dieser Eindruck vertiefte sich noch, wenn man eine Conidie fand, wie 
sie Abb. 2 darstellt. 

Die eben beschriebenen Versuche wurden mit Conidien aus 10 Tage 
alten Anzuchten ausgefiihrt. Conidien der 30 Tage alten Teststiimme 
hatten insofern abweichende Cu-Aufnahme, als sich die Zahl der mit 
dem Cu-Reagens anfairbbaren Conidien oder Conidienkammern verdrei- 
fachte. Man konnte die Meinung vertreten, die ilteren Conidien hatten 
ein groBeres Aufnahme- und Speicherungsvermégen fiir Cu und iiltere 
Conidien wiirden von Cu-Fungiciden schneller abgetétet als junge. 
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Abb. 3 zeigt eine Conidie einer 30 Tage alten Kultur nach 3stiindiger 
Cu-Behandlung und anschlieBender Farbung mit dem Reagens. 

In Abb. 4 wird eine Conidie gezeigt, die durch Hitze (120° C, 30 min) 
abgetétet und danach 3 Std lang einer Cu-Konzentration von 10 y Cu/ml 
ausgesetzt worden war. Der Erfolg der Hitzeabtétung wurde iiber- 


Abb. 3. Conidie von Fusarium decemcellulare nach dreistiindiger Cu-Behandlung (10 y CuSO,/ml) und 
anschlieBender Diphenylcarbazonreaktion. Alter der Impfkultur: 30 Tage. Vergr.: 1800 mal 


pruft, indem aus der sterilisierten und wieder abgekiihlten Conidien- 
suspension auf Malzagar abgeimpft wurde. Die Abbildung zeigt nicht 
ganz die nattirlichen Verhaltnisse, denn neben der rein granulaéren Cu- 
Speicherung im koagulierten Plasma war die Conidienwand durch und 
durch leicht rétlich angefarbt. Im Gegensatz zu den lebenden Conidien 


Abb. 4. Conidie von Fusarium decemcellulare, die durch Hitze abgetétet wurde und 3 Std einer 
Cu-Konzentration von 10 y CuSO,/ml ausgesetzt war. AnschlieBend wurde der Nachweis des Cu mit 
Diphenylearbazon gefiihrt. Vergr.: 1800 mal 


gab hier also auch die Substanz der Zellwand eine positive Reaktion, 
d.h., daB das Cu jetzt auch in der Zellwand abgelagert wurde. 

Zur Kontrolle wurde das Reagens auch auf ungekupferte Conidien 
gegeben. Es konnte ja méglich sein, daB durch irgendwelche Anlagerungen 
des Komplexbildners an Protoplasmabestandteile eine scheinbar positive 
Cu-Reaktion durch Farbstoffbildung vorgetaéuscht wird. Bei der Durch- 
musterung von 4000 Conidien konnte nicht eine einzige gefunden werden, 
die nach Zugabe des Reagenzes eine positive Cu-Reaktion erkennen lieB. 
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Mit weiteren Versuchen sollte ein Angleichen an natiirliche Verhalt- 
nisse der Praxis geschaffen werden. Cu wurde nicht mehr als Sulfat 
geboten, sondern 24 Std alte Bordeaux-Briihe wurde 10 min lang bei 
6000 Umdrehungen zentrifugiert, das klare Lésungsmittel vom Boden- 
kérper abpipettiert und fiir die Cu-Aufnahmeversuche verwendet (Cu- 
Menge: 3,5 y Cu/ml, Aciditat: pH 5,8). 

Zunaichst wurden Conidien aus 10 Tage alten Anzuchten verwendet. Das Ein- 
bringen und die Menge waren genau wie bei den schon beschriebenen Ansitzen. 
Nach 1, 3, 6, 10 und 24 Std Einwirkung der Cu-Behandlung sind die Conidien 
zum Kupfernachweis mit dem Mikromanipulator den Kulturen entnommen und 
in einen Tropfen aqua dest. iiberfiihrt worden. Dann wurde jeweils das Cu-Reagens 
Diphenylcarbazon zugesetzt und die Farbung beobachtet. Die Abimpfungen auf 
Malzagar liefen parallel. 

Das zur Klarheit zentrifugierte Losungsmittel der gealterten Bordeaux-Briihe 
war wesentlich anders zusammengesetzt als die verdiinnte CuSO,-Lésung der 
oben beschriebenen Versuche. Es war neben Calciumcarbonat-bicarbonat auch 
mit Calciumsulfat, mit Spuren des sauren CuSO, und seiner Jonen, vor allem 
aber mit dem basischen Cu[(OH), ];-CuSO, zu rechnen. Vielleicht waren auch Spuren 
irgendwelcher Cu-Kohlenséure-Verbindungen vertreten, denn bei einer cH* von 
pH 5,8 ist das nicht ausgeschlossen. Es miiBte also ein Jonenantagonismus des 
Cu und des Ca zu erwarten sein. 


Hier zeigte sich, da Fusartwm-Conidien im Suspensionsmittel der 
Bordeauxbrithe mit der gleichen Intensitat wie bei den CuSO,-Versuchen, 
Kupfer aufnahmen. Es konnten wieder nach 2 Std ,,Kkupferbad‘’ neben 
Conidien, die ganz vom Reagens angefiarbt waren, solche gefunden werden, 
bei denen nur in einem Teil der Kammern positive Cu-Reaktion zu 
beobachten war. Nach 4 Std Cu-Einwirkung zeigten schon 359% aller 
Conidien ganz oder teilweise positive Cu-Reaktionen. Nach 10 Std ,,Kup- 
ferbad* blieben aber, wenn die Conidien aus dem Bad isoliert waren und 
mit Cu-Reagens in Beriihrung kamen, doch noch 40% vollig ungefirbte 
Zellen tibrig. Bei den parallelen Abimpfungen auf Malzager wuchs der 
Pilz ohne Schaden an. Selbst nach 24 Std Cu-Einwirkung ist der Pilz 
auf Malzagar einwandfrei gewachsen. 

Im mikroskopischen Bild war ein Teil der Conidien stark tingiert 
(Abb. 5). Es zeigte sich aber immer noch ein geringer Prozentsatz von 
Conidien, die keine einwandfreie Cu-Reaktion erkennen lieBen. Die mei- 
sten der Conidien waren im Anfangsstadium des Auskeimens, aber die 
Keimschlauche wurden nur halb so lang wie die Conidien und es trat 
beim weiteren Bebriiten kein Zuwachs auf. Der Conidientypus links unten 
im Bild (Abb. 5) wurde oft beobachtet. Die beiden Polzellen der Conidie 
zeigten keinerlei Cu-Reaktion, die Mittelkammern hatten viel Cu auf- 
genommen und gaben stark positive Reaktion. 

Ks interessierte nun, wie die Conidien in alkalischer Lésung von Kup- 
ferspuren beeinfluBt werden. Hierfiir konnten keine Zentrifugate der 
Bordeauxbrithe benutzt werden, weil durch LuftkohlensiureeinfluB eine 


Die fungicide Kupferwirkung bei Fusarium decemcellulare 179 


Erhohung der cH+ der Brithe eintritt, wobei meist schon nach 10 Std der 
Neutralpunkt erreicht wurde. Da sich die Versuchsdauer tiber 24 Std 
erstreckte, muBte auf Kupferhydroxyd-KOH-Zentrifugate zuriickge- 
griffen werden. 

Wenn man Kupferhydroxyd nach der Methode herstellt, wie es auf S. 169 
beschrieben wurde, dann kann man bei der Stabilisierung des Hydroxyds durch 
KOH (pH 11) nach dem ersten Zentrifugieren Fraktionen des Lésungsmittels be- 
kommen, die 2—3 Cu/ml haben. Solche klaren Lésungen wurden als Kupfer- 


bader benutzt. Durch Carbonisierung kam es in 24 Std zu einem cH+-Anstieg von 
pH 11 auf pH 8,5, der cH* des Bicarbonates. 


~ Re es 
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Abb. 5. Conidien von Fusarium decemcellulare nach dreistiindiger Cu-Hinwirkung (3,5 y CuSO,/ml) 
mit mehr oder weniger positiver Cu-Reaktion (Diphenylearbazon). Alter des Impfmaterials: 10 Tage. 
Vergr.: 800 mal 


Die Versuchsergebnisse tiberraschten insofern, als bei den Conidien 
keine Anderung in der Kupferaufnahme festzustellen war, weder in der 
Geschwindigkeit noch in der Menge. Es war lediglich nicht zu tibersehen, 
daB die Keimung bei den Versuchen mit KOH-Kupferhydroxyd deutlich 
gefordert wurde. Junge Conidien nahmen weniger schnell Kupfer auf als 
altere. 

Alle bisher beschriebenen Versuche hatten die Fragestellung: Nimmt 
die Conidie tiberhaupt Kupfer auf, wie schnell geht dieser Vorgang von- 
statten und wie verhalten sich dabei die einzelnen Conidienabschnitte? 
Es mu dabei daran gedacht werden, da sich die verwendeten Conidien 
in einem gewissen Ruhezustand befanden. Bei den angewendeten Kupfer- 
konzentrationen und der kurzen Versuchsdauer kam es dabei selten zum 
Auskeimen; das Keimen war dabei auch gar nicht erwiinscht. 

Bei den weiteren Versuchsreihen ging es nun darum, Conidien in einer 
Kupferlésung keimen zu lassen oder Conidien, die eben Keimhyphen 
zeigten, in eine Kupferlésung zu iiberfiihren, wo ein Weiterwachsen der 
Hyphen nicht allzusehr behindert war. Zu diesem Zweck wurden L6- 
sungsmittel von frisch angesetzter Bordeauxbriihe verwendet, in denen 
nur 1 y Cu/ml nachzuweisen war. Daf es sich dabei nicht um fein sus- 
pendierten Niederschlag handelt, sondern um Tonen, wurde durch Fil- 
tration tiberpriift. Das Ergebnis wird an Hand der Abb. 6, 7—8 besprochen. 

Bei der Auswertung der Aufnahmen kann man zur Annahme kommen, 
daB das Plasma der an der Keimung beteiligten Kammern in die Hyphen 
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ausgeflossen war und dafi hierdurch eine Kupferspeicherung nicht mehr 
stattfinden konnte. Man kann aber auch die Ansicht vertreten, dab 
irgend etwas im lebenden Plasma die Kupferaufnahme steuert. 

Zur ersten Annahme ist zu sagen: Tétet man solche ausgekeimten 
Conidien durch Hitze (Pritfung durch Abimpfung auf Agar) und laBt 


Abb. 6 


Abb. 7 


Abb. 8 


Abb, 6, 7 u. 8 Ausgekeimte Conidien des Testpilzes Fusarium decemeellulare nach Cu-Behandlung 
(1 y CuSO,/ml) und anschlieBender Diphenylearbazon-Reaktion. Vergr.: 1800 mal 


dann Kupfer einwirken, so ist in der ganzen Conidie und in den Hyphen 
eine granulaire Kupferspeicherung nachweisbar, wobei auch die Conidien- 
wand wie bei Versuch 8. 177 positive, diffuse Kupferreaktion gibt. Es ist 
also nicht so, daB alles Plasma aus der Conidie in die Hyphen flieBt. 

Kin Beweis fiir die Richtigkeit der zweiten Annahme einer Steuerung 
der Kupferaufnahme durch das lebende Plasma ist nicht leicht zu fiihren. 
Man kann sich schlecht vorstellen, daB in den verschiedenen Kammern 
der Conidie unterschiedliche physiologische Zustande herrschen kénnen. 
Der Unterschied bei der Kupferreaktion in den Kammern einer Conidie 
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braucht nicht auf physiologischen Unterschieden bei der Aufnahme 
des Kupfers zu beruhen. Es kann auch sein, da® das Kupfer von allen 
Zellen einer Conidie gleichmaBig aufgenommen und dann in einzelnen 
Zellen unter besonderen Umstiinden so maskiert wird, das’ es durch 
die Kupferreaktionen nicht mehr zu erfassen ist. Das Metall kann in 
der Zelle als Zentralatom eines Komplexes koordinativ gebunden werden. 
Dann miiBte es aber mit ,,starken“ Komplexbildnern nachweisbar sein. 
Kupfer kann aber dabei auch reduziert worden sein und durch ein 
niedriges Redoxpotential der Zelle in einem stark reduzierten Zustand als 
Komplex gehalten werden, wobei es dann vielleicht zur Verminderung der 
Kupfertoxizitat kommt. Wenn Kupfer so vorliegt, dann ist es mit 
Diphenylearbazon schlecht nachweisbar, denn dieser Komplexbildner 
zeigt nur zweiwertiges Kupfer an. Es war deshalb notig, die Conidie mit 
einem Indicator zu versetzen, der speziell auf einwertige Cu-Ionen an- 
spricht. 

Allgemein wird fiir Cuproionen 2,2’-Dichinoyl benutzt. Das Praparat 
war aber nicht zu beschaffen. Es muBte 2,9-Dimethyl-1,10-phenantrolin 
verwendet werden, ein Indicator, der mit Cuproionen ein rotes Cu-Chelat 
bildet. Die Grenze der Nachweisbarkeit soll bei 1 y Cu/ml liegen. 

Leider hatte dieser Indicator, wie die Priifungen ergaben, keine aus- 
reichende Empfindlichkeit, wenn man mit biologischem Material arbei- 
tete. Uberdies bewirkten geringe Cu-Konzentrationen eine Verschiebung 
der roten Chelatfarbe nach gelb. Wie schon erwahnt, zeigen die Conidien 
des 'Testpilzes bei mikroskopischer Betrachtung selbst eine leichte Gelb- 
farbung. Die Diagnose kleiner Cupromengen konnte somit nicht aus- 
reichend genau gefithrt werden. 

DaB moéglicherweise in den ,,gekupferten‘‘ Conidien auch die Zellen 
Kupfer aufgenommen hatten, die gewohnlich nach der Kupferbehandlung 
unbeschadigt und keimfahig waren und deren Inhalt nicht auf die Kup- 
ferreagentien ansprach, konnte durch folgenden Versuch einer Aut- 
klarung nahergebracht werden. Die Conidien wurden dem Kupferbad 
entnommen, gewaschen, durch Hitze getétet und dann mit Diphenyl- 
carbazon in Verbindung gebracht. Dabei trat allgemein eine eindeutige 
Kupferreaktion in Zellen auf, die sonst nach der Kupferbehandlung nur 
selten reagierten. Nach einigem Warten zeigte sich dann doch ein Unter- 
schied gegeniiber dem Verhalten jener Zellen, die ohne Hitzewirkung mit 
dem Reagens die Farbe des Kupferkomplexes ergaben: Hier, nach der 
Hitzewirkung, trat die Farbe auch auf, verschwand aber nach einiger 
Zeit wieder. 

Es hat demnach den Anschein, als ob in den anfangs beschriebenen 
Versuchen alle Zellen Kupfer aufgenommen haben. Das Kupfer ist viel- 
leicht dann in den lebenden Zellen von einem Redoxsystem reduziert und 
bei der Hitzewirkung — wie es dabei itblich ist — oxydiert worden. Daf in 
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nekrotischen Zellen postmortal wieder erhebliche Reduktionskrafte auf- 
treten und das Kupfer wieder reduzieren kénnen, braucht nicht ausge- 
schlossen zu sein, wenn der Letaleffekt nicht durch ein Oxydationsmittel 
zustande gekommen ist. Aus dieser zwangsliufigen Vermutung kommt 
ebenso zwangslaufig die Frage einer Arbeitshypothese fiir die nachsten 
Aufgaben: Ist mit unterschiedlichen Reduktionskraften der sich so ver- 
schieden verhaltenden Zellen zu rechnen ? 


Versuche mit dem Nadi-Reagens 

Zum Priifen der Reduktions- und Oxydationswirkungen benutzt man das 
Nadi-Reagens. Nach WALLHAUSSER (1951), PERNER (1952) und Baurz u. MARQUART 
(1953) spielt die Indophenolbildung aus p-Phenylendiamin und Phenolen bzw. 
Naphtholen durch Oxydation (Dehydrierung) eine groBe Rolle beim Nachweis von 
Oxydasen in Gewebeextrakten sowie intracellular in Tiergeweben, Pilzen, Hefen 
und Bakterien. SHrpaTa u. SHrBaTaA (1936) benutzten erstmalig das Reagens, um 
bei Metallkomplexen Oxydationswirkung nachzuweisen. 

Um bei positivem oder negativem Ausfall der Reaktion nicht Tauschungen zu 
unterliegen, mu man mit fast farblosem Reagens arbeiten; denn wenn das fertig 
angesetzte Reagens von sich aus eine Blaufairbung aufweist, ist die Deutung der 
Reaktion in Frage gestellt. Das gebildete Indophenol wird ziemlich schnell von 
lebenden Zellen gespeichert und wirkt als Farbstoff. 

Fiir die zu beschreibenden Versuche wurde das Nadi-Reagens nach dem Rezept 
von SHIBATA u. SHIBATA (1936) benutzt, nur wurde Soda, die als Puffersubstanz 
wirkte, durch 0,75%ige KOH ersetzt. Die Untersuchung ist so angesetzt worden, 
daB eine Ose Conidiensuspension in einen Tropfen des fertig zusammengesetzten 
Reagenses eingetragen wurde, wenn es sich um ungekupferte Conidien handelte. 
Wurden Conidien aus Kupferlésungen mit dem Reagens zusammengebracht, 
dann muBten diese Conidien zuerst mit dem Mikromanipulator aus der Lésung iso- 
liert und in einen Tropfen aqua dest. iiberfiihrt werden. Erst dort wurden die so 
isolierten Conidien mit dem Nadi-Reagens in Beriihrung gebracht. Die mikrosko- 
pische Durchmusterung erfolgte dann nach 5 min Reagenseinwirkung. 


Bautz u. MARQuarRT (1954) haben bei Hefen das Vorkommen von 
nadi-positiven und nadi-negativen Zellen festgestellt. Bei nicht mit Kup- 
fer behandelten Conidien von Fusariwm decemcellulare sind aihnliche Ver- 
haltnisse gegeben. Man findet Conidien, deren Zellen das eingedrungene 
Reagens oxydieren kénnen, neben solchen, deren Zellen es nicht verm6- 
gen. Abb. 9 zeigt mehrere Conidien des Testpilzes, wovon eine deutlich 
nadi-positiv ist. Weiterhin konnten Conidien gefunden werden, bei denen 
nur eine oder mehrere Kammern nadi-positiv reagierten. 10 Tage und 
30 Tage alte Conidien unterschieden sich insofern, als bei den alteren 

Jonidien eine deutliche Zunahme der positiven Nadi-Reaktion festzu- 
stellen war. 

Die Nadi-Reaktion lie® erkennen, dali innerhalb einer Anzahl von 
Conidien oder schon in einer einzelnen Conidie verschiedene physiolo- 
gische Zustande herrschen kénnen, denn die positive Nadi-Reaktion ist 
gleichzusetzen mit dem Ablauf eines Oxydationsprozesses. Liiuft der 
OxydationsprozeB nicht ab, dann bleibt die Nadi-Reaktion negativ. 
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Fiir die weitere Aufklarung wurden bei den Untersuchungen mit dem 
Nadi-Reagens Conidien verwendet, die 3 Std im klar zentrifugierten 
Lésungsmittel der Bordeauxbrithe gelegen hatten. In der niederschlags- 
freien Lésung wurde eine cH+ von pH 8,4 gemessen. Nachdem die Coni- 
dien mit dem Mikromanipulator aus der Lésung genommen und in einem 
Tropfen aqua dest. mit dem Nadi-Reagens zusammengebracht worden 
waren, konnte folgendes beobachtet werden: 

In derselben Weise wie beim Cu-Nachweis, wo in erster Linie die mitt- 
leren Zellen der Conidien reagierten und die beiden End- oder Polzellen 


Abb. 9. Conidien von Fusarium decemcellulare nach der Behandlung mit Nadi-Reagens. Alter des 
Impfmaterials: 30 Tage. Vergr.: 1000 mal 


Abb. 10. Ausgekeimte Conidie yon Fusarium decemcellulare nach Behandlung mit klar zentrifugiertem 
j Lésungsmittel der Bordeaux-Brithe und darauffolgender Nadireaktion. Vergr.: 1800 mal 
gs 


ohne Reaktion blieben, war die Nadi-Reaktion vornehmlich nur in den 
mittleren Conidienkammern positiv und blieb in den Polkammern meist 
negativ. Man kann sagen, dai die Bilder der Nadi-Reaktion eine Parallele 
zu den Bildern waren, die zur selektiven Cu-Aufnahme durch Conidien 
(Abb. 1, 2, 3, 5) demonstriert wurden. 2. 
Die Untersuchungen wurden noch weiter variiert. Conidien wurden im 
klar zentrifugierten Losungsmittel der Bordeauxbrihe zum Keimen und 
zum Hyphenwachstum gebracht und dann mit dem Mikromanipulator 
aus der klaren Losung isoliert und in das Nadi-Reagens tibertragen. Hier- 
bei waren auskeimende Conidien, also solche, bei denen die Keimschlauche 
gerade erst die Linge der Conidie erreicht hatten, nadi-negativ. Ungekeimte 
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Conidien wurden in diesem Versuch nur als nadi-positiv beobachtet. 
Waren Conidien vorhanden, bei denen nur eine oder mehrere Kam- 
mern keimten, dann waren diese Teile nadi-negativ und die tibrigen Kam- 
mern nadi-positiv. Abb. 10 zeigt eine solche Conidie, bei der das Keimen 
von der mittleren Kammer ausging, was ein besonderer Fall war, weil 
meistens die Poizellen keimten und die mittleren Zellen nicht auswuchsen. 

Blieben ausgekeimte Conidien noch langere Zeit in der kupferhaltigen 
Losung liegen, so nahmen sie Kupfer auf (Priifung mit Diphenylcarbazon) 
und gaben andererseits mit Nadi-Reagens eine positive Reaktion. 
Die Keimschliuche haben aber 
dann an GroBe mindestens das 
4—10fache der Conidienlange er- 
reicht. Die Conidie muB dabei 
langer als 24 Std in der Cu-Lésung 
liegen (Abb. 11). 

In nadi-negativen Zellen gab 
es immer einige Granula, die nadi- 
positiv reagierten. Der Gegensatz 
nadi-positiver Zellen zu nadi- 
negativen Zellen driickte lediglich 


Abb. 11. Fusarium-Conidie, die lingere Zeit im gus, dak entweder der ganze In- 
klaren Lésungsmittel der Bordeaux-Briihe gelegen : 


hatte, nach Behandlung mit Nadi-Reagens. halt der Zelle oder nur einige 
Vergr.: 1800 mal Granula in der Zelle angefarbt 
waren. 


Leider lieBen sich die mit Nadi-Reagens behandelten Conidien nicht 
weiter kultivieren. Durch das von mir verwendete Reagens wurden in 
jedem Falle die Conidien und Hyphen abgetétet. Wurden in diesen Ver- 
suchen ausgekeimte Conidien ohne Nadi-Zusatz direkt auf Malzagar ge- 
bracht, dann erfolgte schnell ein Auskeimen und Bildung eines Mycels 
mit normalem Zellinhalt. 


Die Nadi-Reaktion der Spritzmittelteilchen 


Testversuche nach Oxydationskraften der Spritzbrithen, bei denen das 
Nadi-Reagens verwendet wurde, hatten das eigenartige Ergebnis, dal} 
sich die suspendierten Kupferhydroxd- und Bordeaux-Briihe-Partikel 
sofort tiefblau farbten, ohne dab das Suspensionsmittel sofort die Farbe 
annahm. Die Indophenolbildung im Lésungsmittel erfolgte erst nach 
einer gewissen Zeit. Es mute also an den suspendierten Teilchen eine 
bedeutende Oxydationskraft und -kapazitit vorhanden gewesen sein. Im 
Zusammenhang mit der Tatsache, dal die Conidien unseres Versuchspilzes 
von dem Fungicid nur geschadigt wurden, wenn sie mit den suspendierten 
Teilchen unmittelbar in Beritihrung kamen, dagegen im klarzentrifugier- 
ten Suspensionsmittel ungehindert auskeimen konnten, muften die 
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besonderen Verhiiltnisse an den suspendierten Teilchen in der Be- 
ziehung zum Nadi-Reagens untersucht werden. 

Dabei wurde von vornherein auf das Nadi-Reagens im Normalansaty, 
verzichtet, weil es so viel zu empfindlich war. Der Ersatz des Dimethyl-p- 
phenylendiamins durch p-Phenylendiaminhydrochlorid ergab ein etwas 
weniger empfindliches Reagens, das aber noch eine starke Indophenol- 
reaktion an den zugegebenen Kupferhydroxyd-Partikeln erkennen lief. 

Es wurden folgende Parallelreihen angesetzt: 1. Die Kupferhydroxyd- 
suspension bzw. Standard-Bordeaux-Briihe, 2. die klar zentrifugierten 
Loésungmittel dieser Suspensionen und 3. als Kontrolle das fertige Rea- 
gens ohne Zusatze. 

In der folgenden Ubersicht sind Werte zusammengestellt, die bei der 
photometrischen Bestimmung mit dem Zeiss-Pulfrichphotometer fiir die 
entstandenen Farbtiefen gemessen werden konnten. 


Verwendet wurden die 0,5 cm Cuvetten und Filter Nr. 4 (0-Cuvette = aqua 
dest.). Eine Kompensation der Triibung war iiberfliissig, denn die suspendierten 
Teilchen setzten sich ab, und ihre Wirkung, die Katalyse der Oxydation, war an 
der Farbung des Suspensionsmittels zu erkennen. Die Messungen erfolgten jeweils 
12 min, nachdem 0,1 ml der Untersuchungsfliissigkeit mit dem Reagens zusammen- 
gemischt wurden. Die Ver- 
suchsansatze standen in einem 


Extinkti 
Labor mit 18° C Raumtempe- sass a 
ratur. Kupferhydroxydsuspension . . | 1,120 
Es ist zu sehen. da  Klares Suspensionsmittel dieser 

: 2 

die Ansiitze mit Kupfer- Aufschwemmung ...... 0,420 
hydroxyd und Standard- IN@MEIE 5 6 56 oo Soo a 0,300 
Bordeaux-Briihe starke Standard-Bordeaux-Brihe. . . | 1,920 

Indophenolbildung — ver- Das klare Suspensionsmittel 

dieser Briihe . ‘ 0,825 


ursachten. Es waren also 
starke | Oxydationswir- 
kungen gegeben. Das Suspensionsmittel, das vor dem Zufiigen des 
Reagens zur Klarheit zentrifugiert worden war, bewirkte im Vergleich 
zur Kontrolle auch eine erhéhte Farbstoffbildung, hauptsachlich im 
klaren Suspensionsmittel der Bordeaux-Brithe, doch sind die gemessenen 
Werte nicht mit denen der Suspension zu vergleichen. Die Farbvertiefung 
im Suspensionsmittel der Bordeaux-Brihe ist darauf zuriickzutiihren, 
daB dort im Vergleich zum Suspensionsmittel des Kupferhydroxyds, 
1,8 y Cu/ml gemessen wurde. Die Kupferhydroxyd-Suspensionsmittel 
hatten kein Kupfer, welches mit DIECA zu bestimmen war. 

Man muB sich nach diesen Oxydationsproben die Fragestellen : wurde die 
erhéhte Oxydationswirkung der Suspensionen durch die Cu(OH),- oder die 
Bordeaux-Briithe-Partikel hervorgerufen oder ist durch Wirkungen des 
Indicators, durch Komplexbildung, Kupfer in Lésung gegangen, wodurch 
dann die bekannte starke Oxydationswirkung entfaltet werden konnte ? 
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Bei Verwendung des Nadi-Reagens konnte man diese Frage nicht klaren. Der 
gebildete Farbstoff lieB sich nach dem Abtrennen der Partikel in der Flissigkeit 
nicht so weit zerstéren, das man eine Kupferbestimmung mit mikrochemischen 
Methoden hatte anstellen kénnen. Auch eine Kupferbestimmung mit Dithizon war 
nicht méglich, weil das Kupfer mit dem Komplexbildner, gelést in CCl,, aus der 
Lésung extrahiert werden mu und das Indophenol dabei mitgeht. 

Es muBte deshalb in weiteren Versuchsreihen nach einer Substanz 
gesucht werden, die bei der Oxydation eine Farbvertiefung erleidet und 
bei welcher der gebildete Farbstoff nicht mit CCl, ausgeschiittelt werden 
kann. Als geeignet erwies sich p-Phenylendiaminhydrochlorid. 

10mg wurden in 100ml KOH gelést, wobei das fertige Reagens eine Aci- 
ditat von pH 10,5 hatte. Man mu8te so verfahren, um fiir das einzubringende 
suspendierte Kupferhydroxyd in bezug auf die Aciditaét méglichst keine Milieu- 
veranderungen zu schaffen, da schon dadurch eine losende Wirkung auf das Kup- 
ferhydroxyd ausgeiibt werden konnte. Bei der photometrischen Auswertung der 
Farbtiefe wurde genau so verfahren wie bei den Nadiversuchen, nur konnte hier 
erst nach 1 Std die Farbtiefe 
bestimmt werden. 


Extinktion 
Die Werte der neben- 
Kupferhydroxydsuspension . . 0,720 stehenden Ubersicht zei- 
Das klare Suspensionsmittel brs rie Unc a eee 
dieser Aufschwemmung ... | 0,050 S ‘ ed 
z / ; Oxydationswirkung der 
Sontrolleiierun. tease eth cence 0,000 Partikel des Kupfer- 
Standard-Bordeaux-Briihe . . . 1,105 hydroxyds und der Bor- 
Das klare Suspensionsmittel Heaux Brihe 
dieser, Bruhee ee iene ee 0,084 owed i 


AnschlieBend an die 
photometrische Auswer- 
tung wurde die mit p-Phenylendiaminhydrochlorid versetzte, braun ge- 
wordene Suspension zentrifugiert, das klare Lésungsmittel mit HCl ver- 
setzt und mit Dithizon/CCl, die Kupferionenkonzentration bestimmt. Es 
wurden keine Werte tiber 0,5 y Cu/ml gefunden. Diese Menge Kupfer- 
ionen konnte aber nie, wie Kontrollversuche bewiesen, die starke Braun- 
farbung der Reagenslésung erkliren. 

Somit mup die Vermutung ausgesprochen werden, dap die Partikel des 
Kupferhydroxyds und der Bordeaux-Briihe eine oxydierende Wirkung aus- 
liben, wenn eine Beriihrung mit oxydierbarem Substrat méglich ist. 


Versuche mit TTC 

Zum Sichtbarmachen von bevorzugten Reduktionsorten in Organismen_be- 
nutzte man allgemein Methylenblau, Janusgriin, Brillantkresylviolett u. a. Diese 
Stoffe bereiten aber bei diagnostischen Untersuchungen wegen der Wasserlés- 
lichkeit und der Sauerstoffempfindlichkeit ihrer Leukostufen erhebliche Schwie- 
rigkeiten. Kuan u. Jerscuen (1941) haben dann gefunden, daB farblose, leicht 
wasserlésliche Tetrazoliumsalze phytochemisch zu roten Formazanen reduziert 
werden kénnen. 

Der Vorteil dieses Reduktionsindicators liegt darin, daB das gebildete Formazan 
farbig, gegen O, bestiindig und bei geeigneter Konstitution in Wasser unléslich ist. 
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Nach Kun u. Jercner (1941) sowie Brenig u. QUERNER (1949) ist es angebracht, 
bei TTC-Versuchen im Dunkeln zu arbeiten, da Licht oft auch die Bildung von 
Formazan anregt. 

Wenn das TTC als Indicator der Reduktionskrafte des Testpilzes ver- 
wendet werden soll, mufte es erst auf seine Toxicitit gegen Fusarium 
decemcellulare gepriift werden. 

2 ml einer mengenmaBig abgestuften TTC-Loésung wurden in Reagensgliser 
gegeben und mit rund 1000 Fusariwm-Conidien beimpft (Impfstimme 10 Tage 
alt). Das TTC war in 0,0001 m KOH gelést. Die Alkalitait wurde so bemessen, daB 
das Auskeimen des Pilzes nicht behindert war. Durch Luftkohlensiure-Einflu8 
bildet sich Kaliumearbonat bei gleichzeitiger Verminderung der Alkalitit. Dabei 
reicht das sich bildende KOH/K,CO,-Verhaltnis fiir eine Pufferung der Versuchs- 
ansaitze aus. Kin Unterschreiten des Neutralpunktes konnte nie beobachtet werden. 
Die Testreihen standen unter Lichtentzug 24 Std lang bei 26° C im Thermostaten. 

Bei 1/49% TTC konnte keine Keimung festgestellt werden. Die Coni- 
dien waren tédlich vergiftet. "/19)% TTC lieB ein 7% iges Auskeimen der 
Conidien zu, wobei diese nebst ihrer Conidienwand blutrot gefarbt waren. 
Die Sporen hatten sich im Rohrchen abgesetzt und waren als Masse schon 
makroskopisch an ihrer Farbung in der Flissigkeit erkennbar. Die Ab- 
impfungen auf Malzagar wuchsen zum normalen Mycel aus. "/4999—"/ ;9909 % 
TTC wirkten insofern, als die Farbung mit Abnahme der TTC-Konzen- 
tration blasser war. Alle Konzentrationen lieBen mindestens ein 40 % iges 
Auskeimen der Conidien zu. Die Abimpfungen auf Malzagar wuchsen 
normal an. Wiederum nahmen die Polzellen der Conidien eine Sonder- 
stellung ein. An diesen Stellen erfolgte die Formazanbildung zuerst. Bei 
manchen Conidien war tiberhaupt nur dort die Farbung zu finden. 

Mit diesen Versuchsreihen, deren Ergebnisse in etlichen Parallelen und 
Wiederholungen stets reproduzierbar waren, kann als bewiesen angesehen 
werden, dap in lebenden, keimfihigen und auskeimenden Fusarvum- 
Conidien starke Reduktionskrifte wirksam werden kénnen. Dal die Forma- 
zanbildung durch die Conidien bewirkt wird, ging daraus hervor, dab 
Kontrollen ohne eingeimpfte Conidien in keinem Falle eine Formazan- 
bildung in der Lésung erkennen lieBen, wenn die Kulturen im Dunkeln 
standen. 


Versuche mit Fermenthemmstoffen 


Die Ergebnisse der bisher beschriebenen Versuche fiihren zwangsliufig 
zu der Vorstellung, daB sich die lebende Conidie mit Reduktionskraften, 
die sie in irgendeinem oxydoreduktiven System zu entwickeln vermag, 
gegen starke Oxydationsmittel, die nachteilig auf sie wirken k6nnen, 
schtitzt. 

An solchen oxydoreduktiven Systemen miissen auf jeden Fall Fer- 
mente beteiligt sein. Wenn die Wirkung der basischen Kupferfungicide 
eine oxydative ist, dann muB eine Inaktivierung der Fermente in der 
lebenden Conidienzelle den Schutz gegen die Kupferwirkung aufheben. 
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Mit Fermentgiften mu also nachzuweisen sein, was sich in der Conidie 
der schiidigenden Kupferwirkung entgegenstellt. Es war deshalb ange- 
bracht, Versuche anzustellen, bei denen in den Conidien Fermentsysteme 
auBer Betrieb gesetzt werden konnten. Nachfolgend wurde dann unter- 
sucht, ob Kupfer eingedrungen war. 

Bei dem Vorhaben muBten von vornherein simtliche Fermenthemm- 
stoffe ausgeschlossen werden, die mit Kupfer eine Reaktion eingehen. 
Weiterhin lieBen sich keine Schwermetallsalze als Enzymhemmstoff an- 
bieten, denn gerade das Eindringen dieser Stoffe sollte ja untersucht 
werden. 

Nach Loomis u. Lipmann (1948), Case u. McInwarn (1951), Jupau (1951) 
sowie BEEwERS (1953) wird durch 2,4-Dinitrophenol in Konzentrationen von 10-° 
bis 10-?m die Atmung und Transphosphorylierung, also die Phosphatasentatigkeit 
stark -gehemmt. Es ist natiirlich angebracht, die Konzentration des Giftes so zu 
bemessen, da8 die Conidien nicht schon abgetétet werden, wenn das Fermentgift 
auf sie einwirkt, denn die Kupferwirkung an toten Conidien interessierte hier nicht. 
In Vorversuchen wurde festgestellt, daB die Conidien in 10~* m 2,4-Dinitrophenyl- 
lésung nach 24 Std bei pH 8,5 (KOH) noch zu 50% keimten. Eine starke toxische 
Wirkung auf die Conidien ist also von diesem Stoff nicht zu erwarten. 

Die Kulturen mit Kupfer wurden folgendermafen angesetzt: In 1 ml 
10-4 m 2,4-Dinitrophenol-Lésung (waBrig, mit KOH auf pH 8,5 einge- 
stellt) wurden rund 10° Conidien eingeimpft. Das Gift wirkte 60 min ein. 
Dann muBten die Conidien anschlieBend im Allihnschen Rohr (G 4) ein- 
mal mit KOH (pH.8,5) gewaschen und in eine Kupferlésung mit 1 y 
Cu/ml (pH 7) tiberfiihrt werden. Die mikroskopische Untersuchung nach 
Zugabe des Kupferindicators erfolgte tiber 10 Std hinweg in Intervallen 
von je 1 Std. Sie brachte keinen Unterschied in der Kupferaufnahme 
vergifteter und unvergifteter Conidien. 

Versuche, die mit Hydroxylaminhydrochlorid angesetzt wurden, 
brachten keine anderen Ergebnisse. Hydroxylamin wurde benutzt, um 
Enzyme zu hemmen, die Carbonylgruppen enthalten. Auch hier war 
keine Anderung der Kupferaufnahme zu verzeichnen. Alle Conidien der 
Versuche blieben normal keimfahig. 

Da Fusarium-Conidien starke Reduktionskrafte entfalten kénnen, 
mute nach einem Stoff gesucht werden, der Reduktasen hemmt oder 
narcotisiert. Nach GREEN u. BRosTEAUX (1936) sowie GREEN (1936) 
kann man mit Athylurethan Dehydrasen narcotisieren, und nach Ha- 
GEN (1955) werden durch diesen Stoff Reduktionsenzyme aufer Betrieb 
gesetzt. 


Vor den eigentlichen Versuchsreihen mute selbstverstindlich die Toxicitat 
von Athylurethan an Testconidien gepriift werden, Die Narcotisierung wurde wie 
folgt vorgenommen: In 1 ml einer 0,1 m Athylurethan-Lésung (aqua dest. mit KOH 
auf pH 10 eingestellt) wurden rund 10° Conidien eingebracht und 45 min lang bei 
Zimmertemperatur narcotisiert. AnschlieBend wurden die Conidien im Allhinschen 
Rohr (G 4) einmal mit KOH (pH 10) gewaschen und darauf in eine Kupferlésung 


Die fungicide Kupferwirkung bei Fusarium decemcellulare 189 


(pH 6,5) mit 1 y Cu/ml (als Sulfat) iibertragen. Als Kontrolle kamen narcotisierte 
Conidien in KOH (pH 10) ohne Kupfer zur Untersuchung, wobei nach 24 Std ein 
ausgezeichnetes Auskeimen festzustellen war. 

Die mikroskopische Kontrolle der Kupferreaktion ergab, da8 in allen 
Zellen, der bei geringer cH+ (KOH pH 8,5) narcotisierten Conidien, 
schon nach kurzer Zeit (2 Std) Kupfer nachzuweisen war. Die Zellen der 
nicht narcotisierten Conidien verhielten sich unter sonst gleichen Be- 
dingungen, wie sie es in friheren Versuchen schon taten, d.h. einige, 
vermutlich tote Zellen, hatten Kupfer gespeichert, in anderen keimfahi- 
gen Zellen war mit der gleichen Methode kein Kupfer nachzuweisen. Die 
narcotisierten Conidien keimten nach dem Kupferbad nicht mehr. Das 
Kupferbad hatte also bei narcotisierten Conidien letale Wirkung. 

Wurden die Conidien bei einer cH+ von pH 4,8 narcotisiert (Urethan in 
aqua dest. gelést) und das Narcotisieren beziiglich Zeit und Konzentra- 
tion im Rahmen des Unschadlichen gehalten, dann wirkte ein nachtrag- 
liches Kupferbad nicht letal. Enthielt diese narcotisierende Urethan- 
Lésung Spuren eines Neutralsalzes, z. B. 10 mg/100 ml (KCl), dann er- 
zielte unter sonst gleichen Bedingungen das nachfolgende Kupferbad 
totales Abtéten aller Conidien. Dabei erwirkten die Neutralsalze die 
Letalwirkung in Abhangigkeit von ihren Kationen unterschiedlich. 


Besprechung und Zusammenfassung der Ergebnisse 


Die Ergebnisse der ersten Versuche sind Bestatigungen der Kontakt- 
wirkung suspendierter basischer Kupferfungicide, wie sie VILLEDIEU 
(1923) schon beschrieben hat. Im Suspensionsmittel einer gewohnlichen 
Bordeaux-Brithe kénnen Conidien von Fusarium decemcellulare gut kei- 
men und die Keimhyphen kénnen in der Lésung auch ungehindert eine 
Zeitlang wachsen. Die fungicide Wirkung dieses Pflanzenschutzmittels 
ist nur dann gegeben, wenn die Conidien mit den suspendierten Partikeln 
der basischen Kupferverbindung in Berithrung kommen. 

Die Fragen nach der Art und dem Orte der Fungicidwirkung sind nicht 
so leicht zu beantworten. Priift man, ob die Conidienkammern Kupfer 
aufgenommen haben, so findet man zunachst starke Kupferreaktionen 
in abgestorbenen Zellen und keine Kupferreaktion in Zellen, die noch 
lebend und keimfahig sind. Dieser Gegensatz téiuscht jedoch einen Beweis 
vor, als ob einige Zellen infolge starker Kupferaufnahme gestorben und 
andere lebend geblieben waren, weil sie kein Kupfer aufgenommen haben. 
Es 1i8t sich aber nachweisen, daf beiderlei Zellen Kupfer aufgenommen 
haben. In den lebenden Zellen wird es jedoch in irgendeiner Form so 
gebunden, da es mit Indicatoren fir Cupriionen nicht reagieren kann. 
Nach einer letalen Hitzewirkung und der damit verbundenen Oxydation 
reagiert es wie freie Cupriionen. Hierdurch ist es in Frage gestellt, ob 


die fungicide Wirkung des basischen Kupfers durch das aufgenommene 
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Kupfer zustande kommt, denn die lebende Zelle kann etliche Mengen 
Kupfer durch Reduktion entgiften und unschadlich festlegen. Dieses 
Vermégen der Zelle wird durch die Wirkungen der bekannten Reduk- 
tasen-Hemmstoffe ausgeschaltet. Werden die Reduktasen aufSer Tatig- 
keit gesetzt, wobei die Zellen nicht beschiidigt zu werden brauchen, dann 
erzielt nachtriiglich der Lésung zugefiigtes Kupfersalz eine volle Letal- 
wirkung. 

Die Reduktion des Kupfers bedeutet also seine Entgiftung. Demnach 
ist anzunehmen, daB das fungicide basische Kupfer als Oxydationsmittel 
wirkt, wogegen sich die Conidienzelle bis zu einem gewissen Grade schiit- 
zen kann, indem sie das wirkende Kupfer reduziert. Stiaérkere Einwirkung 
des Kupfersalzes erzielt jedoch eine fungicide Wirkung. 

Was bisher besprochen wurde, enthalt noch nichts, was die ,,Kontakt- 
wirkung“‘ erklaren kénnte. Folgende Versuchsergebnisse hiillen die Kon- 
taktwirkung mehr ins Geheimnisvolle als sie zur Aufklarung beitragen. 
Vergleicht man nimlich die Kupferaufnahme der Conidie, die mit den 
suspendierten Partikeln in Berithrung gekommen war, also im Kontakt 
gestanden hatte, mit einer Conidie, die nur vom Suspensionsmittel be- 
ruhrt wurde, dann findet man keinen Unterschied. Die Fungicidwirkung 
kann also nicht vom aufgenommenen Kupfer abhangig sein. 

Zieht man die starke Oxydationskatalyse an den Partikeln der sus- 
pendierten basischen Kupferfungicide in Betracht, dann nihert man sich 
der Aufklairung des Sachverhaltes, mu8 aber noch mit einem Rest im 
Hypothetischen bleiben. Es ist dabei von der Tatsache auszugehen, da} 
das basische Kupfer durch auBergewohnlich starke Oxydationskatalyse 
fungicid wirkt. An der Oberflaiche eines suspendierten Teilchens muB mit 
einer relativ groBen Konzentration dieses Katalysators und vielleicht 
auch mit einer durch Adsorption gegebenen erhéhten Konzentration des 
Oxydationsmittels Sauerstoff gerechnet werden. Wenn die Zelle stirbt, 
weil etwas in ihr oxydiert wird, dann mu dieses ,,Etwas** gelést sein, 
sonst kénnte es nicht reagieren. Ist es gelést, dann wird es auch — wenn 
auch nur in geringen Spuren — aus der Zelle in die umgebende Fliissig- 
keit diffundieren kénnen. Tritt es dabei unmittelbar mit einem hoch- 
aktiven Oxydationsmittel in Beriihrung, in diesem Falle mit einem Par- 
tikel des basischen Kupfers, dann wird es oxydiert und verschwindet, 
d. h. es wird durch die unmittelbare Bertthrung der Conidienzelle und des 
Partikelchens ein steiles Diffusionsgefille geschaffen und eine verstiirkte 
Diffusion bewirkt. Ob dabei nur der Entzug eines Stoffes oder auch in um- 
gekehrter Richtung die Aufnahme seines Oxydationsproduktes die Letal- 
wirkung erzielt, kann natiirlich noch nicht beurteilt werden. 

Bedanken méchte ich mich bei Herrn Prof. Dr. WarTensere fiir die Anregung 


der Arbeit und groBziigige Unterstiitzung. Herrn Dr. Issuers, Jena, danke ich fiir 
wertvolle Hinweise auf dem Gebiet der Mikroanalyse. 
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Composition of Fats, produced by Lipomyees starkeyi, 
under various Conditions 


By. 
MIA H. DEINEMA and C. A. LANDHEER 


With 2 figures in the text 
(Hingegangen am 30. Mai 1956) 


The different aspects of the synthesis of fat by microorganisms have 
been the subject of many investigations (BERNHAUER, 1943; Hussu, 1949; 
Hormann et al., 1955). During the last war much work has been carried 
out in Germany and Sweden in order to isolate a yeast, which might 
produce fat from carbohydrates on a technical scale. These experi- 
ments were carried out with Hndomyces vernalis (KaTING, 1955; Maas- 
Forster, 1955), Candida reukaufit (RIPPEL-BaLpEs et al., 1948; Martin, 
1954) and with the yeasts Rhodotorula gracilis (LUNDIN, 1950) and 
Saccharomyces cerevisiae (KLEIN, 1955). 

In a series of publications KLEINZELLER. (1952) has reported on the 
influence of substrate, temperature and incubation time on the com- 
position of the fat of Rhodotorula gracilis, but the results of this work 
were but partly available. 

There is still another yeast, Lipomyces starkeyi (STARKEY, 1946), with 
a large fat synthesizing capacity and with this yeast we have carried 
out our experiments. 

We studied the influence of substrate and incubation time on 
the composition of the fat produced by Lipomyces starkeyi. The ana- 
lysis of small amounts of fat was made possible by the development 
of chromatographic and spectrophotometric methods. In connection 
with recent developments in the field of hydrocarbon and fat metabolism 
we also estimated the coenzyme A content of the yeast. 


Experimental Methods 


Oulture conditions 


Throughout this investigation a strain of Lipomyces starkeyi, obtained from the 
Laboratory of Microbiology at Delft, was used. The organism was grown in an 
aqueous medium of the following composition: 3% glucose, 0.2% ammonium sul- 
fate, 0.1% primary potassium phosphate and 0.02% magnesium sulphate. A few 
experiments have been carried out with a culture medium containing 10% mo- 
lasses only. Shake cultures were incubated at 29°C. 
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Examination of the yeast and culture liquid 


Acetylcoenzyme A was measured by the method of KapLan and LipMAnn (1948). 
The yeast, present in a 50 ml. sample, was removed from the liquid by centrifuga- 
tion, and kept boiling for five minutes in a small amount of water. With this sus- 
pension the process was carried out. 

Paper-chromatography was used for determination of organic acids in the culture 
liquid. The solvent was a mixture of n-butanol, methylbenzoate and formic acid in 
the following proportions: 50 ml.—50 ml.—20 ml. respectively. 

The dried strips were sprayed with a bromocresolgreen solution (40 mg. per 
100 ml. ethanol 96%), and air containing NH,, was blown over the paper, the spots 
so turning yellow on a blue background (Muntmr, 1951). 

The decrease of the nitrogen present as ammoniumsulphate in the culture me- 
dium, was followed by NH, estimations in a 1 ml. sample (Lies, 1937). 

The sugar concentration was determined with the method of Lurr. 


Isolation of the fat from the yeast 


The yeast was separated from the liquid by centrifugation and treated with 
0.5% hydrochloric acid at 100°C, for 3h and neutralized with sodium hydroxide. 
After filtration the residue was dried at 50°C. and extracted with ether in a Soxhlet 


apparatus. After evaporation of the ether, the amount of crude fat was determined. — 


Phosphatides were removed from the crude fat by treating it with acetone. 
Saponification and removal of the unsaponifiable matter was carried out with 
the modified KmRR-SorBER method (JAMIESON). 


Analysis of the fatty acid mixture 


Iodine values were estimated by means of the method of Wus. 

The polyunsaturated acids, linoleic and linolenic acid, were determined spectro- 
photometrically, according to Brice and Swarn (1945, 1952). The acids were iso- 
merized during 45 min. at 180°C. in glycerol containing 11% potassium hydroxide. 

Separation and determination of the fatty acids were carried out after oxidation 
and hydrogenation of the fatty acid mixture. 

The unsaturated fatty acids were oxidized in dilute alkaline solution with potas- 
sium permanganate (ca. 19/59 sol.) according to Savary and DESNUELLES (1953). 

Hydrogenation of the mixture of fatty acids was carried out in ethylether or 
alkaline ethanol (90%) solution. Palladium (10%) precipitated on carbon was used 
as a catalyst. 

For chromatographic separation of the fatty acids the method of BoLDINGH (1953) 
was used. Mealorub rubber powder, swollen with ligroin (100-140°C.) formed the 
immobile phase. Various acetone-water mixtures were the mobile phases. Fractions 
of 20 or 10 ml. of the mobile phases were eluted and titrated with 0.01 n ethanolic 
sodium hydroxide. With this method the higher saturated fatty acids were eluted 
each with another mobile phase: laurie acid with A 58, myristic acid with A 63, 
palmitic acid with A 68, stearic acid with A 74, arachidic acid with A 77, behenic 
acid with A 80. (A 58 contains 58% acetone by volume, etc.) 

Of the unsaturated acids oleic acid was eluted with A 68, together with palmitic 
acid. Linoleic and palmitoleic acid left the column between myristic and palmitic 
acid and could not be separated completely from these two saturated acids. Recov- 
ery of total fatty acids generally ranged from 93-105%. 


In fig. 1 an example is given of an analysis of a fatty acid mixture, 
synthesized by Lipomyces starkeyi. 
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Chromatogram No.1 of the untreated fatty acid mixture shows 
4 peaks: a) a small peak, eluted with AO (pure water), consisting of 
autoxidation products; b) a flat peak (A 63), consisting of linoleic, pal- 
mitoleic and myristic acid, if present; c) the major part of the fatty 
acids, containing palmitic and oleic acid, is eluted with A 68; d) stearic 
acid is eluted with A 74. 

Chromatogram No. 2 is made of the oxidized fatty acid mixture. The 
oxidation products of the unsaturated fatty acids (mainly hydroxy acids) 


A rm OY Se ie [hae Sho So 
0 100 200 300 400 500 600 700 G00 500 1000 
e/nate mL 


Figure 1. Chromatograms of the fatty acids produced by Lipomyces starkeyi, grown in a glucose 
medium until complete exhaustion of the substrate. Exp. III of table 2. 30.3 mg. of fatty acid mixture 
was used per column. A 30 = a mobile phase containing 30% of acetone and 70% water (v./v). Along 
the ordinate the concentration of acid present in the fractions eluted is set out, expressed as ml. 
sodium hydroxide. x x untreated fatty acid mixture. o———o oxidized fatty acid mixture. 
e hydrogenated fatty acid mixture 


are eluted with A 0, A 30, and A 50. The remaining saturated acids are: 
palmitic acid (A 68), and stearic acid (A 74). 

In chromatogram No. 3 we see the result of the hydrogenation of the 
fatty acids. The unsaturated acids are now converted into the corre- 
spondig saturated acids. The peak eluted with A 68 is now composed. 
of original palmitic acid + palmitic acid formed from reduced palmitoleic 
acid. The large peak of stearic acid (A 74) is in the same way composed 
of original stearic acid + reduced oleic acid + reduced linoleic acid. 

From these data, combined with the results of the spectrophotometric 
determinations, the composition of the fatty acid mixture could be cal- 


culated. 
Experimental Results 


The yeast Lipomyces Starkeyi was grown in various liquid media in 
order to choose the one which would give the highest fat production. It 
appeared that molasses without any addition of salts gave the best 
results, the yeast containing finally ca. 55 % fat, on a dry basis. It was 
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easy to collect the fat in considerable amounts, this depending only on 
the volume of the culture liquid. 

For our experiments was preferred an aqueous medium of constant 
composition, as described before. In shake cultures with this liquid we ~ 
studied yeast growth, nitrogen uptake, fat production and coenzyme A | 
content during glucose consumption. 

When starting the experiment the amount of inoculated yeast was 
105 mg., containing 10 mg. of nitrogen, as can be seen from fig. 2. At the 
end of the process, when 3 g. glucose 
per 100 ml. culture liquid was used, 
we found 1.045 g. dry yeast, contain- 
ing 33.5 mg. nitrogen. The nitrogen 
uptake thus becoming 23.5 mg. for 
the growth of 0.94 g. yeast. 

A second experiment gave some- 
what different values, this only 
depending on the inoculation, but 
the difference was never large and 
the curves obtained showed all the 
same results. 

Fig. 2 shows, that the yeast growth 
and nitrogen uptake proceed propor- 
tionally to the sugar comsumption 
during the greater part of the 
process. When the sugar content has 
decreased to 70% of the original 
amount, the fat production starts, 
but this does not change the yeast 

growth and the nitrogen uptake; 
ri ortentaly are nleited the suet these continue as before. 
liquid. Vertically: «——» shows the amount At the end of the process the — 
beh nui Are eaak atria pi oF; fat content is + 35%, based on the © 
yeast in 100 ml. liquid; o—— Fatpercentage quantity of dry veast. The fat 
of the dry yeast; x--- x gives the course of 
the CoA content of the dry yeast inLipmann percentage was calculated from the 
units amount of yeast in about 1 1. of cul- 
ture fluid at different times. 

The coenzyme A content never exceeded the value of 100 units per 
gram of dry yeast. In general it amounts to 20—30 units and only 
during the growth of the yeast it was higher for a short period. From 
these values can be concluded that a large fat production does not need 
a large CoA content in the cells. Addition of pantothenic acid and 
cystine to the culture liquid did not influence the quantity of CoA or 
the fat content of the yeast. 


sugar consumption 
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When the greater part of the glucose had disappeared several acids 
of the tricarboxylic acid cycle were present in the culture fluid. By 
means of paper-chromatography we detected: citric, «-ketoglutaric, suc- 
cinic, and malic acid and further pyruvic, oxalic, lactic, and acetic acid. 
The concentration of the acids was very low (being only a few mg. per 
100 ml. culture fluid). The components could be isolated from the cul- 
ture medium after acidifying with sulfuric acid to a py = 1 and perco- 
lating it with ether. By this method the acids were concentrated 
100 fold. 

At the end of the incubation period the fat was isolated from the 
yeast and examined. It contained less than 1% phosphatides, 2—3% 
unsaponifiable matter and c. 8—9% free fatty acids. 


Influence of the carbon source 


Besides glucose other carbon sources were tested for the growth of 
Lipomyces starkeyi. It appeared that xylose (after adaptation), succinic 
acid, and citric acid gave good results. Acetic acid was only supplied 
in combination with glucose; this acid was never used completely. With 
pyruvic acid no growth occurred. 

In a few cases the fatty acids produced were isolated and analysed 
as described before. In table 1 we give the relative proportions (by 
weight) in which the individual fatty acids were present. 


Table 1. Composition of the mixtures of fatty acids, isolated from L.s., 


when this organism was grown on three different substrates 
a a 
Carbon source 


Acids formed 


% b. w. ucose iden 67% glucose 
% % 83% acetate 
Sou an nnn nnn ee 

Palmitic acid. . ... rE, 30.0 33.0 33.0 
Stoaricwcidiaye a. oll> er arte 3.5 3.5 5.5 
Palmitoleic acid ..... 6.0 5) 3.5 
@leicCyaCidlae acdc satee-i as prune 55.5 54.0 50.0 
MMOlCIGACIG a) ses 3.5 5.0 6.5 
Auto oxidation products?. . 2.5 2.5 1.0 
Todine value (calculated) . . 62.0 62.0 61.0 
a Pie (LOUNIC) Vee ay 66.0 60.0 65.0 


1 The percentage of the auto-oxidation products was calculated approximately, 


using an average molecular weight of about 300. 
Sometimes traces were found of lauric acid, myristic acid, and fatty acids with 


20 or 22 C atoms. They were present in amounts less than 0.5%. 


Norp et al. (1952) in their experiments with Fusarium lint Bolley used 
glucose, acetate, and mixtures of these two compounds, as carbon 
sources. When glucose was replaced partially or completely by acetate, 
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they found a large increase of the saturated acids, a decrease of the 
oleic acid and an increase of the linoleic acid content. 
About the same trend, though less pronounced, is found in our experi- 
ments. 
Influence of incubation time 


Another series of experiments dealt with the influence of the incubation 
time on the composition of the fat. The yeast was grown in the usual 
glucose medium and in four stadia of development the fatty acids were 
isolated and analysed. In experiment I 40% of the glucose was con- 
verted; in experiment IT 66%, and in experiment III 100%. The fat 
percentage in the yeast was in Exp. I: 3.5%; in Exp. IT: 26% and in IIT: 
35%. 

In experiment IV the yeast was kept about three weeks in the shake 
culture after the glucose had been completely used. The results are given — 
in table II. The following points may be noted. 


Table 2. Composition of the mixtures of fatty acids, isolated from L. s. 
in 4 stadia of development of the yeast 


| 


Acids formed % b. w. Exp.I % Exp. IT % Exp. III % Exp. IV % 
Palmitic acid... . . 27.0 32.0 30.0 28.0 
Stearic acid) ws am sas 5.5 3.0 3.0 3.0 
Palmitoleic acid .. . 6.5 11.0 6.0 4.5 
Oleite ‘aed: Vat meee 47.0 47.0 55.0 62.0 
Tanoléio:atidir. 2s 10.0 4.5 3.0 2.0 
Auto oxidation products 2.5 1.5 2.5 1.5 
Iodine value (calcula- 

ted). . 66.0 | 62.0 62.0 63.0 
pest ee (LOUNG.) Lomas 64.0 63.0 67.0 69.0 


a) The high content of total C,, acids (4394) obtained in experiment IT, 
compared with that in the other experiments (about 34%). In this period 
of rapid growth and fat production there seems to be a rate limiting 
step behind palmitic acid in the chain of reactions, responsible for the 
synthesis of fatty acids and glycerides. 

b) The considerable increase of the relative amount of oleic acid from 
47°% in the early growth phase to 62% after four weeks incubation. 

c) While the content of oleic acid increased, a large decrease of the 
percentage of linoleic acid was observed from 10.0% to 2.0%. 

d) The iodine value remained nearly constant during the whole 
incubation period. 

From the data of table 2 and the amounts of fat isolated at the end 
of the first three experiments, the quantities of the individual fatty 


acids, present in the yeast, grown in 100 ml. culture liquid, were cal- 
culated. 
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Table 3. The amount of the fatty. acids present in a culture of L. s. during glucose 


consumption 

Exp. I Exp. II Exp. III 
a a 
OLA Athen cays hla « 19.2 mg. 223 mg. 367 mg. 
4 palmitic SRN Asal: 5.3 mg. 71.0 mg. 109.0 mg. 
8 stearic Dae er Sena 1.1 mg. 6.5 mg. 13.0 mg. 
>, palmitoleic Sy tesa oe 1.3 mg. 24.0 mg. 21.5 meg. 
= oleic ey en ee el Lavery 106.0 mg. 200.0 mg. 
SSMINOleICMae eves wet et & 1.9 mg. 10.5 mg. 13.5 mg. 


Table 3 shows that all acids are increasing rapidly until two thirds 
of the glucose has been used up. During the last growth phase this 
increase continues at a much slower rate for most acids. Only pal- 
mitoleic acid shows a slight decrease. 


Discussion 


We have shown in the preceding pages, that the composition of the 
fatty acids, synthesized by the yeast Lipomyces starkeyi does not differ 
very much at different phases of the fat formation. The total amount 
of saturated and unsaturated acids remains practically constant; that is 
respectively ca. 33.5% and 63%. 

KULEINZELLER (1952) carried out experiments of the same kind with 
the yeast Rhodotorula gracilis. 

He analyzed the fat in three phases of the yeast growth with the 
method of Hiiprrcu (1947). In the first sample the yeast contained only 
4.4% fat (on a dry basis); in the second the fat content was 25.2% and 
in No. 3:38.8%. The amount of saturated and unsaturated fatty acids 
was in sample No. 1: 18.2% and 81.8%. For No. 2 (25.2% fat) these 
values were 32% and 68% and for No. 3: 45.5% and 54.5%. 

These values show a marked difference from those obtained in our 
experiments with Lipomyces starkeyi. This great difference may partly be 
due to other growth conditions, but will also come from the better 
analytical technique we used in our experiments, and from the proper- 
ties of the yeast species used. 
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Summary 
The yeast Lipomyces starkeyi was grown in liquid media with different 
carbon sources. The quantity of fat formed in the yeast cells amounted 
to 55% of the weight of dry yeast with molasses and to 35% with glucose 
as the carbon source. The composition of the fat, synthesized by the 
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yeast, did not change very much on using different carbon sources. The 
main components were oleic and palmitic acid; stearic, linoleic and 
palmitoleic acid were present in lower concentrations. 

During cultivation, however, there was a change in the composition 
of the mixture of acids obtained from the yeast fat. The percentage 
of linoleic acid decreased from 10% to 2.09%, while oleic acid increased 
from 47% to 62%. 

The CoA content of the fat synthesizing cells during cultivation was 
ca. 95 units for a short period, but in general it did not exceed 30—40 units 
per gram dry yeast. 
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Veranderungen des elektrokinetischen Potentials 
bei der Adaptation der Staphylokokken an Penicillin 


Von 
K. Iw. MARKOV und G. K. SAEV 


Mit 5 Textabbildungen 


(Hingegangen am 5. Juni 1956) 


Schon bei den ersten Untersuchungen des Mechanismus der Antibio- 
tica-Wirkung tauchten Anzeichen fiir Verinderungen des elektrokine- 
tischen Potentials (EKP) der penicillinempfindlichen Bakterien nach 
Einwirkung mit Penicillin auf (MoLpavsKasa u. Mitarb. 1945, W. Dorr- 
MAN u. Mitarb. 1946, DorrmMan u. Kastorskasa 1946, DoRFMAN u. 
SCHTSCHERBATSCHEWA 1948, HAavSER 1948, Mc QUILLEN 1951). Die beob- 
achteten Verainderungen des EKP veranlaBten die Forscher zu der An- 
nahme, daf das Penicillin zur Bakterienoberfliche in Verbindung trete 
und daher auch die Veranderungen im EKP stammten. Diese Ansicht 
wird in neuerer Zeit durch das Vorhandensein einer spezifischen lipoiden 
penicillinbindenden Komponente an der Bakterienoberflache unterstiitzt 
(Few, Cooper u. ROWLEY 1952, CooPpER 1953 a, b, 1954). 


Wahrend die Veranderungen, die im EKP der Bakterien unter dem 
EinfluB von Penicillin erfolgen, verhaltnismaBig gut erforscht sind, wer- 
den die bei Adaptation der Mikroorganismen an Penicillin eintretenden 
Verainderungen tiberhaupt nicht erwahnt. Vorliegende Arbeit ist der 
Erforschung derjenigen Verinderungen gewidmet, die im EKP wahrend 
der Adaptation der Staphylokokken an das Penicillin eintreten. Die 
Untersuchung dieser Veraénderungen wiirde die Frage des Mechanismus 
der Anpassung an Antibiotica klaren. 


Methodik 
Mikroskopisch-elektrophoretische Methode zur Messung des 
EKP bei Mikroorganismen 


Kammer fiir Elektrophorese!. Ein gewéhnliches Objektglas wird mit optischem 
Schmirgelpulver so geschliffen, da8 in seiner Mitte ein 5 mm breiter durchsichtiger 
Streifen gelassen wird. Auf diesem Streifen wird ein 8 mm breiter Glasstreifen mit 


1 Vgl. ahnliche Methodik bei H. Konner: Z. Naturw. 2b, 382 (1947); 4b, 145 
(1949). 


Tiere der Kammer 
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streng parallelen Seiten dicht anliegend befestigt und das Glas mit kathodverstaub- 
tem Platin bedeckt. Hebt man den Glasstreifen ab, so zeichnen sich an beiden Enden 
des Objektglases zwei platinierte Flachen — Elektroden — ab, die 8 mm Abstand 
voneinander haben. Auf beide platinierte Flachen werden kurze Glasréhrchen 
geklebt, die man mit Quecksilber fiillt, in das die Enden der Leitungs- 
drahte tauchen. Auf der nicht 
platinierten Flache befestigt man 
Streifen von Deckglaschen, auf 
diesen das Deckglischen, das die 
Kammer von oben her verschlieBt. 
So bildet sich ein Raum, in den die 
zu untersuchende Bakteriensuspen- 
sion getropft wird. Die so konstru- 
ierte Kammer fiir Elektrophorese 
(Abb. 1) wird am Objekttisch des 
Mikroskops befestigt und mit dem 
ES earache pt eueionet Akkumulator 6 V und der Vor- 
richtung zum Wechseln der Pol- 
100 richtung verbunden. Die Beob- 
achtung wird mit Objektiv 40 x 
und mit Ocular 10 x vorgenommen. 
Die Geschwindigkeit der Elektro- 
079 phorese wird mit dem Ocularmikro- 
meter in Mikron/sec gemessen. Die 
Stirke des elektrischen Feldes 
mift man bei jedem Versuch. Die 
Kammer, mit der wir arbeiteten, 
hat einen Abstand der Elektroden 
von 8,0mm und eine Tiefe von 
0,303 mm. 

Die Untersuchungen ergaben, 
daB die Bewegung der Bakterien 
von verschiedener Kammertiefe 
den GesetzmiBigkeiten folgt, die 
G21 fiir die flache elektrophoretische 

Kammer gelten (Abb. 2). Die Mes- 

sungen der elektrophoretischen 
Beweglichkeit werden in einer 

0,00 Tiefe von 0,21 von der Gesamt- - 
20 /sec J0 tiefe der Kammer ausgefiihrt. Das 

elektrokinetische Potential wird 

Abb. 2. Geschwindigkeit der elektrophoretischen Be- nach der Gleichung von SMOLU- 


Tiefe der Kammer in relat Einh. 


weglichkeit, in verschiedener Kammertiefe gemessen. HOvsKyY berechnet: 
Die Versuchsergebnisse sind als einzelne Punkte . 
verzeichnet c i> 4x yw 


Der héchstmégliche Fehler bei der Bestimmung des EKP ist + 14%. (Einzel- 
heiten beziiglich der Methodik s.; MarKkoy u. Sanv 1954.) 

Die Messung des EKP wird in allen Fallen in Funktion vom pq-Wert auf folgende 
Weise vorgenommen: 24stiindige Agarkultur des untersuchten Stammes wird mit 
destilliertem Wasser aufgeschwemmt, und die erhaltene Suspension vermittels 
Zentrifugieren ausgewaschen. Nach dreimaligem Auswaschen wird eine Suspension 
zubereitet, die eine Konzentration von 10° Mikroorganismen auf 1 ml hat und von 
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der je 0,05 ml zu 2,5 ml zehnfach verdiinntem Puffer von CLARK u. Luss mit PH von 
1,0—5,0 gegeben wird. Das endgiiltige py wird elektrometrisch bestimmt. Nach 
6 Std wird das EKP gemessen, und nach 24 Std wird die Saure-Agglutination ab- 
gelesen. 


Adaptation der Stimme 


Fiinf penicillin- und streptomycinempfindliche Stamme von Staphylococcus 
aureus und ein Stamm von Bact. coli werden adaptiert an Penicillin und Strepto- 
mycin — jeder fiir sich — durch aufeinanderfolgende Impfungen auf eine Reihe von 
Reagensglasern, die gewéhnliche Bouillon mit fallenden Antibiotica-Konzentra- 
tionen enthalten. Taglich wird die Resistenz bestimmt und Material aus dem 
Reagensglas mit der héchsten Konzentration des Antibioticums, worin es Entwick- 
lung gibt, auf eine Reihe von Reagensglischen mit Nahrboden und Antibioticum 
weitergeimpft. Die auBerste Resistenz der einzelnen Staémme ist, je nach der Anzahl 
der Passagen, folgende: 


a Passagen Penicillin- Resist. Passagen Streptomycin-Resist. 
2mm Anzahl] | am Anfang | zum SchluB}] ayzap) | am Anfang | zum SchluB 
E E E aD) 

Staph. aureus 73. . 80 0,003 2800 18 7,6 30000 

5 LIOR. 90 0,0015 3600 19 3,8 20000 

oA ie COG 90 0,03 4000 19 3,8 30000 

iA PO SO's ae 82 0,0015 2.600 19 1,9 30000 

~ LOU. a. 78 0,0007 2800 19 3,8 25000 
Bact. coli comm. 59 . — — — 19 30 30000 


In allen Diagrammen sind die durchschnittlichen Werte von vier Ausmessungen 
angegeben. Die durchschnittliche quadratische Abweichung bei der Bestimmung 
jedes Punktes iibersteigt nicht 7%. 


Untersuchungsergebnisse 


Untersuchungen mit in vitro an Penicillin adaptierten 
Staphylokokken 


Abb. 3 zeigt die Ergebnisse von Messungen des EKP von Staph. aureus 
209 wiihrend seiner Adaptation an Penicillin. Wird die Resistenz 
112 E/ml (3730fache Resistenzsteigerung), 1800 E/ml (60000fache Re- 
sistenzsteigerung) und 5000 E/ml (167000fache Resistenzsteigerung) er- 
reicht, so werden Messungen vorgenommen, wonach der Stamm im Ver- 
laufe von 7 Monaten auf einem Nahrboden weitergeimpft wird, der 
5000 E/ml Penicillin enthalt, und dann werden aufs neue Messungen aus- 
geftihrt. 

Es wird festgestellt, daB mit der Steigerung der Resistenz der iso- 
elektrische Punkt (IEP) nach weniger saurer Richtung hin verschoben 
wird. Die erhaltenen Verinderungen stabilisieren sich mit der Zeit, 
und es kommt zu weiterer Verschiebung des IEP um mehr als 0,2 Hin- 


heiten pq. 


204 K. Iw. Maroy und G. K. Sanv: 


Die Messungen im Intervall von pq = 1,5—2,5 weisen statistisch 
glaubwiirdige Unterschiede auf. Im Intervall tiber pp = 4,0 decken sich 
die Ergebnisse. 

Bei den iibrigen vier Stémmen werden die Messungen zu Beginn und 
nach Erreichung der Héchstresistenz vorgenommen. Bei allen wird Ver- 
schiebung des IEP von pq 1 auf px 2 festgestellt. 


= 


‘Abb. 3. Das elektrokinetische Potential von Staph. aureus 209 wiihrend der Penicillinresistenzsteigerung. 
e Staph. aureus 209 0,03 EB/ml; © Staph. aureus 209 112 E/ml; a Staph. aureus 209 1800 E/ml; 
A Staph. aureus 209 5000 H/ml; + Staph. aureus 209 5000 E/ml 7 M 


Bei allen Stémmen ist die Saure-Agglutination vor der Adaptation im 
Intervall pq 1,5—2. Nach der Adaptation erreicht die Siure-Agglutination 
PH 3—3,5. 


Untersuchungen mit in vitro an Streptomycin adaptierten 
Staphylokokken 
Die Messungen des EKP derselben, jedoch an Streptomycin adaptier- 
ten Staimme weisen bei drei von ihnen gut ablesbare Abnahme des EKP 
auf, die fiir das ganze untersuchte Intervall von py gleichmaBig ist. Bei 


Abb. 4. 
Das elektrokinetische Potential von Staph. aureus 209 wiihrend der Streptomycinresistenzsteigerung. 
¢ Staph, aureus 209 3,8 H/ml; a Staph. aureus 209 30000 B/ml; o Staph. awreus 209 100000 E/ml 


den tubrigen beiden Stimmen (Staph. aureus 209 und 73) ist die Herab- 
setzung des EKP geringer — bis zu 20% von dem Werte vor der Adap- 
tation. Weiterhin setzt sich die Adaptation nur bei Staph. aureus 209 
fort, bis die Resistenz 100000 E/ml erreicht (5000fache Zunahme der 
urspriinglichen Resistenz). Die Ergebnisse sind in Abb. 4 eingetragen., 
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Man bemerkt gleichmaBige 
Abnahme des EKP fiir alle 
untersuchten py-Werte, ohne 
merkliche Verschiebung des 
IEP. Auch in der Sdure- 
Agglutination werden keine 
bedeutenden Veranderungen 
festgestellt. 

Als Kontrolle wird auch der 
an Streptomycin adaptierte 
Stamm Bact.coli59 untersucht. 
Im EKP werden in dem unter- 
suchten Intervall von px keine 
Veradnderungen gefunden. 


Untersuchungen mit 
penicillinresistenten aus 
pathologischen Prozessen 
isolierten Staphylokokken 


Von _ penicillinresistenten 
Staphylokokken, die aus 
pathologischen, mit Penicillin 
behandelten Prozessen isoliert 
waren, wahlt man Stéamme mit 
verschiedener Resistenz aus, 
um ihre Saure-Agglutination 
und ihren EKP zu messen. 
Die Ergebnisse sind in Abb. 5 
schematisiert dargestellt ; dar- 
aus geht hervor, da sich 
bei penicillinresistenten, aus 
pathologischen Prozessen iso- 
lierten Stémmen, mit der Zu- 
nahme ihrer Penicillinresistenz 
der IEP in schwacher saurer 
Richtung hin verschiebt. Das 
Qualitaétsverhaltnis zwischen 
der Resistenz und dem IEP ist 
jedoch schwer festzustellen. 
Vielleicht hangen auch bei die- 
sen Stammen die im IEP ein- 
tretenden Veranderungen von 
der Dauer des Kontaktes mit 
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Abb. 5. Schema des elektrokinetischen Potentials und 
der Siure-Agglutination von Staphylokokken, die aus 
pathologischen Prozessen isoliert waren. Die Stéimme 
sind nach ihrer Resistenz geordnet. Die Zone der 
Siure-Agglutination ist mit Strichen angegeben. Die 
links von den Diagrammen stehenden kursiven Zahlen 
geben die Nr. des Staph. aureus-Stammes an, die 
darunter stehenden Zahlen bedeuten den Resistenzwert 
in E/ml 
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Penicillin ab, wie dies fiir Staph. aureus 209 ermittelt wurde. Sehr deut- 
lich treten auch die Verainderungen zutage, die in der Siiure-Agglutination 
eintreten; letztere ergreift immer gréBere pH-Gebiete nach schwacher 
saurer Richtung hin. 


Besprechung der Ergebnisse 


Die im EKP wahrend der Adaptation der Staphylokokken an Penicillin 
und bei resistenten, aus pathologischen Prozessen isolierten Staphylo- 
kokken beobachteten Veranderungen sprechen dafiir, da sich waihrend 
der Penicillinresistenz-Steigerung auch der IEP der Zelle verandert. 
Hiervon hangeri auch die beobachteten Veranderungen in der Saure- 
Agglutination ab. Diese Verainderungen unterscheiden sich von den bei 
der Streptomycinresistenz erhaltenen; bei dieser wird nur allgemeine 
Abnahme des EKP ohne irgendwelche Tendenz zu Verschiebung des 
IEP beobachtet. 


Der EKP ist einer der zugiinglichen Indexe zur Erforschung der Bak- 
terienoberfliche. Dabei wird die Bakterienoberfliche als Ampholyt be- 
trachtet, dessen IEP von dem Wechselverhiltnis zwischen Saéure- und 
Basengruppen abhingt. Die niedrige Lage des IEP bei empfindlichen 
Staphylokokken spricht fiir verhaltnismaBiges Vorherrschen der stark 
sauren dissoziierenden Gruppen an der Bakterienoberfliche. Die beob- 
achtete Verschiebung des [EP mit Steigerung der Penicillinresistenz 
seitens der Staphylokokken zeigt, da eine Veranderung im Wechsel- 
verhaltnis zwischen den stark sauren Gruppen einerseits und den schwach 
sauren und Basengruppen anderseits, u. zw. zugunsten der letzteren, 
eintritt. Die Verainderungen bei der Adaptation an Streptomycin sind 
der Ausdruck allgemeiner Abnahme der Anzahl ionogener Gruppen ohne 
Tendenz zu Verainderung in ihrem Wechselverhiltnis. 


Ks gibt Untersuchungen, die gewisse Auskiinfte tiber die Struktur der 
Oberflache der Staphylokokken geben. Hurst (1952) zeigt, daB an der 
Zelloberfliche der Staphylokokken Lipoide teilhaben. Fiir das Vor- — 
handensein von oberfliichlichen Nucleoproteiden sprechen die Unter- 
suchungen an den GrAM-Farbungen (HmNRY u. Stacey 1946) und die 
Untersuchungen an den Verainderungen im EKP nach Bearbeitung mit 
Ribonuclease (Harris 1954). Mrrcnen u. Moyne (1954) nehmen an, 
das die Oberfliiche aller Gram-positiven Mikroorganismen aus Lipoid- 
polyglycero-phosphatprotein aufgebaut ist. Die Untersuchungen der 
penicillinbindenden Komponente (CooPER 1953, a, b, 1954) sprechen fiir 
das Vorhandensein spezifischer Lipoide an der Bakterienoberfliche. 


Alle diese Untersuchungen geben geniigend Grund zu der Annahme, 
daB sich an der Oberfliiche der Staphylokokken Gruppen von Phosphor- 
siiure befinden, welche die niedrige Lage des IEP bestimmen. Die beob- 
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achtete Verschiebung des IEP kann als Ausdruck der Abnahme der 
Phosphorséuregruppen an der Bakterienoberflache, aus der Adaptation 
an das Penicillin resultierend, betrachtet werden. 


SchluBfolgerungen 


Mit der Steigerung der Penicillinresistenz der Staphylokokken ver- 
schiebt sich deren IEP nach schwiicher saurer Richtung hin. Bei Adap- 
tation an Streptomycin wird allzemein Abnahme des EKP ohne Tendenz 
zu Verschiebung des IEP festgestellt. 


Diese Veranderungen betrachtet man als Ausdruck entsprechender 
Veranderungen an der Bakterienoberfliche. 
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Studies on Fermentation Processes in Silage * 


Comparison of Different Types of Forage Crops 


By 
LASZLO T6TH, CONRAD RYDIN and RAGNAR NILSSON 


With 10 figures in the text 
(Hingegangen am 28. Mai 1956) 


Of the different forage crops some are known to be more suitable 
for silage making than others. There may be different causes of this. The 
aim of the present paper is to study the influence of the various forage 
types on the fermentation process and to try to outline the demands 
which must be fulfilled by a forage for being suitable as silage material. 


It would be wrong to draw far reaching conclusions from the results 
of practical experience, if the various forage crops were harvested at 
different time. The climatic factors which influence the ensiling process 
may vary considerably, owing to differences in the time of harvesting. 
We tried to egalize these conditions in our experiments, by harvesting 
the different crops in the autumn of the same vegetation period, and 
by preparing the silage and storing the experimental silos under exactly 
the same conditions in constant temperature chambers. 


The preservation of the forage by biological silage fermentation 
implies that the fodder is protected from deterioration and losses 
through the microbial lactic acid production. Relatively large amounts 
of fermentable carbohydrates in the forage are required to assure a 
sufficient lactic acid production. There are wide differences in this respect 
among the various types of green forage. WATSON and Smrru (1951) say: 
“the maize crop has probably been more popular than any other for 
silage making. In order to get good yield per acre it is cut after the ears 
have formed, by which time the proportion of fermentable carbohydrates 
is high and the amount of protein relatively low. This means that the 
conditions are favourable for a rapid production of lactic acid, which 
ensures good preservation.” 


* These studies are still in progress. We are indebted to the Swedish Foundation _ 
‘Fonden foér framjande av forsknings- och férséksverksamheten pa jordbrukets 
omrade’ for generous financial support. Our thanks are also due to Dr. G. KOuteEr, 
Head of the Analysis Laboratory, for the chemical analyses on silage samples. 
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Marrow-stem kale and beet-tops are often ensiled with good result. The 
chemical composition of these types of forage, with their high content of 
fermentable carbohydrates and relatively low protein content, makes 
them suitable for ensiling. One great disadvantage, however, is thei 
low dry matter content, which means that the losses in the effluent are 
great. Large quantities of sugar and lactic acid are drained off with the 
effluent, a loss which may be disastrous for the preservation of the fodder. 

Legumes are ensiled extensively because, owing to their high protein 
content, their fodder-value is high. The fact that they are rich in protein 
combined with their low sugar content however renders their ensiling 
more difficult. Warson and Smiru (1951), say: “‘The legumes are rich in 
protein when they are ensiled. This in effect means that they are difficult 
to ensile by the ordinary processes because they do not contain sufficient 
fermentable carbohydrate to promote an active lactic acid fermentation.” 

JARL (1952) says that clover and lucerne are more difficult to ensile 
than grass owing to their lower sugar and higher protein content, but 
also because the legumes, especially lucerne, have a relatively high cal- 
cium content, which means that the lactic acid formed becomes to a 
certain extent neutralized. 

AXELSSON (1946) is of the opinion that the proportion of protein 
to nitrogen-free extractive substances is a decisive factor in deter- 
mining whether a certain type of fodder can be ensiled by the cold 
fermentation method, and that the cold fermentation method can be 
used with advantage if the protein content of the forage is less than half 
of the amount of the nitrogen-free extractive substances. 


Methods 


In our experiments, lucerne, clover, beet-tops, marrow-stem kale and maize were 
used as silage material. Lucerne and clover were harvested in the pre-flowering 
period, beet-tops at beet harvesting time, marrow-stem kale in a foliage-rich stage, 
about 1.2 m high and maize when the cobs started to grow. The forage was chopped 
and ensiled fresh in small stainless steel silos (Nirsson, TO6TH and Rypin 1956) 
holding 12 kg. green material each and compressed with weights corresponding 
to about 300 kg./m2. 5—6 silos of each type of forage were placed in constant tem- 
perature chambers with different temperatures of 5° C. to 37° C. (see tables 1 and 2). 


The chemical composition of the forage on ensiling was as follows: 


-fi xtr. % sugar 

Dry Fat Plant Ash | Proteins - ¥e a Sugar/ |of N-free 

Forage matter 9% fibre 0% 9f substances % Pisieanaicate’ 

% % Sugar | Total subst. 

a TEE EEEEEEEEEEE SSNS SEES SEE! 

fucerne wa... ol alse3 8 OF75 (8 3-61.96 | 38.72 10.79) 7226.9). 0.21) } 10:9 

Glover.» . . «| 13.9. | 0.72 | 2.89.:|1.72 | 2.82 | 0.83 |°5.75 | 0.29 | 14.4 

Beet-tops. . ./ 11.3 | 0.46 TROIS SS elle) lel sO deny 4a ibe AO: O8m No.7 
Marrow-stem 

aloe eet sO) O44 21377 1:99 LST) 245° (8.32) 1.31 | 29.5 

Maia tial 604-3 1) 0.38755-3:91 AT A8iee 2.69 2.44 | 6.95 | 1.53 |! 35.1 
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The dry matter content of the various forage types was very low. Great 
differences exist in the sugar and protein content of the different crops. Low sugar 
content always corresponds to high protein content and vice versa. The sugar- 
protein quotient, therefore, shows wide variations; it is only 0.21 for lucerne, higher 
for the other crops, for maize as high as 1.53. Our earlier experiments proved that 
lucerne without addition gives bad quality silage, therefore 4% molasses diluted with 
an equal amount of water was added to this forage. All the other types of forage 
were ensiled without addition. After the addition of the molasses, the sugar content 
of the lucerne mixture rose to 3.1% and the sugar-protein quotient to about 0.8. The 
different types of forage do not show great variations in their content of nitrogen- 
free extractive substances. In the two legumes (lucerne, clover) only 10%—15% of 
the nitrogen-free extractive substances consists of sugar, compared to about a third 
in the other crops. Plant fibre content was high in maize and lucerne but very low 
in beet-tops. Ash content was highest in beet-tops due to soiling at harvest. 


Effluent was taken daily during the first 36 days, its py value was determined, 
and it was analysed for sugar, lactic acid, ammonia-nitrogen, and total nitrogen. 
This paper presents only the data of effluent analyses of silos kept at 16° and 32°C. 
On completion of the ensiling, comprehensive analyses were carried out on samples 
from the finished silage and also on the effluent which had been pressed out of the 
silage. The quality of the silage was estimated on the basis of its butyric acid con- 
tent and its percentage of ammonia-N/total N. These two factors being not always 
corresponding, the highest values obtained have been regarded as decisive (see 
Nusson, T6TH and Rypin 1956, p. 371). The content of butyric and other fatty 
acids of the effluent was determined semiquantitatively by paper chromatography 
(according to MizrTrnen and VrrTaNnEN 1951), and sugar by the anthrone-method. 


Silage Effluent 


% NH-N % NH,-N Quality 


ofitotal Ni Butyric acid % of total N Butyric acid 
0—12.5 0—0.10 0—20.0 0 very good 
12.6—15.0 0.11—0.20 20.1—25.0 + good 
15.1—17.5 0.21—0.30 25.1—30.0 | ++ medium 
17.6—20.0 0.31—0.40 30.1—35.0 +++ bad 
= 200) >0.41 | SS oOs ke ++4++ | very bad 


Results and discussion 


During the first days after ensiling the biochemical activity was very 
vigorous in the green forage from all types of crops. The higher the 
temperature, the faster the activity and the greater the biochemical 
changes. As one of the results of this activity the py-value of the effluent 
sank rapidly (fig. 1, 2), mainly owing to the intense lactic acid production, 
convincingly demonstrable by a comparison of the py- and lactic acid 
curves (fig. 5, 6). The pu-value reached its minimum at 32°C. already one 
week after ensiling, in all types of forage. At 16°C. it took about one 
month to reach the same px level, with the only exception of clover 
where after two weeks the pq-value began slowly to rise. The minimum 
pu-value proved to be very low, about 3.5—4.0 for maize, kale and 
beet-tops; for legumes it is markedly higher, about 4.1 to 4.6. The cause 


- 
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of this could hardly be a less effective lactic acid fermentation, but 
probably the higher buffer-capacity of the leguminous forage, which 
furthermore increases by proteolytically liberated amino groups. 


5 
clover 
x 
/ucerne + Molasses 
| 
y | beet rons 
Jd 


og @ 6 ay d@ days 40 


Fig. 1. The relation between different crops and py of the effluent during the first 36 days at 16° C. 


Fo 8 6 GY 4 days VW 
Fig. 2. The relation between different crops and Dx of the effluent during the first 36 days at 32°C. 


By the vigorous fermentation activity in the silage, great quantities 
of sugar are consumed. Fig. 3 and 4 show, how rapidly the sugar content 
of the effluent of the various types of forage decreases during the first 
weeks after ensiling. As the sugar content was determined by the an- 
throne method, are, besides sugar, also accounted for other soluble 


carbohydrates. 
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From the sugar mainly lactic acid is produced (fig. 5, 6). The lactic 
acid fermentation was for all types of crops very vigorous from the 
beginning. Thus the milieu must have been favourable for the lactic 


acid bacteria. Nor does the lactic acid fermentation seem to have been — 


45 
% 
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Fig. 3. The relation between different crops and soluble carbohydrate (sugar) content of the effluent 
during the first 36 days at 16° C. 
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Fig. 4. The relation between different crops and soluble carbohydrate (sugar) content of the effluent 
during the first 36 days at 32° C. 


retarded in any of the different types of crops, by lack of lactic acid 
producing bacteria. 

With a lactic acid content of 1.6% to 2.6% in the effluent, the lactic 
acid production ceases, even if sugar is available for further fermen- 
tation. A certain variation occurs between the different types of crop 
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according to whether free lactic acid or lactate is the main product of 
the fermentation. Maximum amounts of lactic acid of the effluent were 
reached in all crop types within 2—3 weeks at 32°C. of temperature, some 
2—3 weeks later at 16°C. In the case of maize and kale, the amount of 
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Fig. 5. The relation between different crops and lactic acid content of the effluent during the first 
36 days at 16°C. 
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Fig. 6. The relation between different crops and lactic acid content of the effluent during the first 
86 days at 32°C. 


lactic acid, after having reached its maximum value, remains at this for 
the whole ensiling period. In the other crops the lactic acid disappeares 
at higher temperatures with progressive rapidity. In clover and in beet- 
tops the break down begins at 32°C. already after 1—2 weeks, in lucerne 
with molasses after about 6 weeks. At 16°C. the break down begins much 
later and proceeds far more slowly. 
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The highest temperatures used in our experiments (32°C., 37°C.) are | 
advantageous for a great number of proteolytic bacteria. Thus, at these 
temperatures a greater content of lactic acid is demanded in order 
to prevent undesirable proteolytic activities. The sugar content of © 
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Fig. 7. The relation between different crops and ammonia-N 
content of the effluent during the first 36 days at 16°C. 
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Fig. 8. The relation between different crops and ammonia-N 
content of the effluent during the first 836 days at 32° ©, 


clover, beet-tops and 
lucerne (+49 molas- 
ses), was not enough for 
the production of the 
amount of lactic acid 
necessary at these tem- 
peratures. 

When the lactic acid 
content is low, the fod- 
der is unprotected from 
the attack by putrefac- 
tive and butyric acid 
producing bacteria. Lac- 
tic acid is consumed, 
and, among other sub- 
stances, butyric acid is 
produced; thus, a low 
lactic acid content 
mostly corresponds to a 
high butyric acid value. 
The proteins break 
down vigorously to 
water soluble substan- 
ces such as_ peptides, 
amino acids and am- 
monia, which can be 
demonstrated in the ef- 
fluent. Fig.7 and 8 show | 
the variations in the am- 
monianitrogen content; 
fig. 9 and 10 show the 
amounts of total nitro- 
gen of the effluent. In 
the effluent of maize 


and kale the ammonia as well as the total nitrogen content increased 
only insignificantly. Thus, in these types of forage no noteworthy 
protein break down occurred. In the other types of forage, violent 
putrefaction occurred at the higher temperatures, and the silage got 


spoiled. 
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A good correspondence exists between the results of the analyses car- 
ried out on the effluent, and on the silage upon completion of the ensiling 
(table 1 and 2). The quality of the silage of the different types of forage, 
therefore, can be estimated with sufficient reliability by analysis on the 
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Fig. 9. The relation between different crops and total N content of the effluent during the first 36 days 
at 16°C. 
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Fig. 10. The relation between different crops and total N content of the effluent during the first 
36 days at 32° C, 


effluent alone, which greatly simplifies the work in judging the quality 
of the silage. 

Silage of clover gave a satisfactory quality only when the temperature 
was kept at 16°C. or lower; the quality of beet-tops was good at 20°C. or 
lower, of lucerne + 4% molasses at 24 C. or lower, while kale and maize 
made good silage, independent of the temperature used. 
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The sugar content of the forage and its sugar-protein quotient was of 
decisive importance for the fermentation process. The lower the sugar 
content and the sugar-protein quotient of the forage, the lower storing 
temperature must be aimed at ensiling. The quotient of nitrogen-free 
extractive substances to protein seems to be a less adequate index 
of the suitability of the crop for ensiling than the sugar-protein 
quotient, as great amounts of extractive substances, for instance starch, 
cannot be fermented by the lactic acid bacteria (RypIN, Nm~sson and 
ToérH, 1956). 


Table 1. Comparative results on silage of different crops at different temperatures. 
Silage analysis 


§ 5 Az 
2 a & ES Quality 
Se se5 
a 
- 5 | 4.7 | 12.7 | 0.03 | 0.046) 0.485) 9.5) 1.0 | 0.78 | 0.05 | 0.10 | 0.01 | Very good 
& |S | 16 | 5.0 | 11.9 | 0.04 | 0.064) 0.461) 13.9 0.8 | 1.13 | 0.11 | 0.02 | 0.01 | Good 
a g 20 | 6.0 | 11.4 | 0.03 | 0.211] 0.504) 41.9] 0.2 | 0.94 | 0.09 | 0.74 | 0.29 Very bad 
SO |x | 24 | 5.9 | 11.9 | 0.03 | 0.187| 0.490) 38.2) 0.3 | 0.90 | 0.22 | 1.21/0.51]  ,, Be 
“ | 32 | 5.4/ 11.2 | 0.03 | 0.221) 0.502) 44.0) 0.2 | 1.02 | 0.26 1.35): 0:544 43 A 
ee 5 | 4.3 | 16.1 | 0.27 | 0.016] 0.423] 3.8) 0.9 | 0.24 | 0.01 | 0.01 | 0.01 Very good 
= 4 | 16 | 4.2 | 15.8 | 0.03 | 0.047) 0.398) 11.8) 1.5 | 0.59 | 0.09 |0.01/0.01; ,,  ,, 
a & | 20 | 4.2 | 14.3 | 0.03 | 0.063 0.392/ 16.1, 1.7 | 0.39 | 0.06 | 0.01 | 0.01 | Medium 
3 © 24 | 4.9 | 15.6 | 0.03 | 0.069} 0.405] 17.0! 0.9 | 0.40 | 0.12 | 0.55 | 0.02 Very bad 
32 | 5.4 | 14.1 | 0.02 | 0.114) 0.407] 28.0) 0.3 | 0.35 | 0.11 | 1.22 | 0.17 Sees 
§ : 5 | 4.4 | 17.5 | 0.49 | 0.039] 0.638) 6.1] 2.1 | 0.43] 0.0 | 0.01 | 0.01 Very good 
oe 4 | 16 | 4.5 | 17.3 | 0.09 | 0.063] 0.658) 9.6) 2.3 | 1.14 | 0.16 | 0.03 | 0.01 <4 pe 
Eg 5 20 | 4.4 | 17.8 | 0.08 | 0.063] 0.694! 9.1] 2.4 | 1.12 | 0.17 | 0.03 | 0.01 : a 
8 =| © | 24 | 4.7 | 16.5 | 0.05 | 0.069) 0.657| 10.5) 1.7 | 1.26 | 0.07 | 0.21 | 0.01 | Medium 
AS] | 32 | 4.5 | 17.3 | 0.10 | 0.086) 0.695) 12.4 2.2 | 0.62 0.18 | 0.46 0.02 | Very bad 
| 
5 | 4.3 | 12.3 | 0.45 | 0.020] 0.280) 7.1! 1.0 | 0.40 | 0.02 | 0.01 | 0.01 Very good 
g 16 | 3.8 | 13.6 | 0.10 | 0.030) 0.283] 10.6) 2.1 | 0.56 | 0.02 | 0.02 | 0.01 a és 
2 | & | 20 | 3.8 | 13.9} 0.12 | 0.029] 0.301! 9.6) 2.2 | 0.55 | 0.02 | 0.02 | 0.01 a ie 
& | = | 24 | 3.7/ 14.8} 0.11 | 0.029! 0.292) 9.9 2.6 | 0.71 | 0.02 | 0.02 | 0.01 F 5 
~ | 32 | 3.6 | 14.3 | 0.14 | 0.023! 0.274! 8.4 2.6 | 0.41 | 0.01 | 0.02 | 0.01] ,, a 
37 | 3.7 | 13.3 | 0.12 | 0.025] 0.286] 8.7} 2.3 | 0.51 | 0.01 | 0.01 | 0.01 “3 Be 
5 | 3.8 | 12.5 | 0.99 | 0.015] 0.219} 6.8) 1.3 | 0.45 | 0.01 | 0.01 | 0.01 Very good 
3 16 | 3.6 | 10.6 | 0.05 | 0.021) 0.248) 8.5) 2.4 | 0.98 | 0.02 | 0.01 | 0.01 73 3 
8 @ | 20 | 3.6 | 11.6 | 0.03 | 0.029] 0.257] 11.3] 2.0 | 0.74 | 0.041 0.01 0.0L ta _ 
z F | 24 | 3.6 | 10.6 | 0.05 | 0.027] 0.253] 10.7 2.1 | 0.85 | 0.05 | 0.00 | 0.01 | ,, > 
= | 32 | 3.6 | 12.0/0.11 | 0.025) 0.257] 9.7] 1.8 | 0.66 | 0.04 | 0.01 OLOT sees a 


37 | 3.7 | 10.7 | 0.13 | 0.024| 0.264] 9.1) 1.9 | 0.54 | 0.01 | 0.01 | 0.01 
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In our experiments the difference in plant fibre, fat and ash content 
did not influence the fermentation significantly. The dry matter content 
of the green forage is, on the contrary, of evident importance for ensiling. 
On the one side, at a low dry matter content, there may be a serious loss 
of fodder constituents in the effluent which drains away. Thus, losses in 
sugar and lactic acid affect unfavorably the ensiling process. At a high dry 
matter content, on the other hand, the forage being more concentrated, 
the buffer capacity may increase substantially resulting in too high 
pu-values of the silage. The dry matter content in our experiments must 


Table 2. Comparative results on effluent of different crops at different temperatures. 


Effluent analysis 


&| 6 a a 4 |4z/2 a 
5 FI p a el 3 oe 8 my | Acetic | 2] Butyr. | High. vol. ae 
= = a a s BE |42|Ae| acid % ie | acid % | acids % My 
mw] 6 oF as se | ak 6 Jes : 
<< 3 
ee. 5 4.8 | 0.16] 0.057 | 0.221 | 25.8; 0.8) ++++ ) + ce — Medium 
+4 | 16 | 5.0 | 0.12) 0.078 | 0.336 | 23.2 | 0.6) ++++ | ++ =e con aL RED 
& | 20 | 5.7 | 0.10) 0.208 | 0.394 52.3 | 0.0 | +++ | ++] +444 ard Very bad 
<1 | 24 | 5.7 | 0.08} 0.201 | 0.371 | 54.2 | 0.0} +++-+4 | 4 conga errata " 3 
“ | 32 | 5.5 | 0.10) 0.239 | 0.406 | 58.9| 0.0} ++++ | ++/ +4+4++4+ }aeee ta ; oe 
5 | 4.3 | 0.89| 0.031 | 0.283 | 11.0 | 0.7 | +++ 4 | — | Very good 
2 | 16 | 4.3 | 0.20] 0.058 | 0.342 | 17.0) 1.1 | ++++ | ++ i 2 Gea 
S 20 | 4.2 | 0.24) 0.065 | 0.347 | 18.7) 1.5 | +++4 { ++ | Medium 
co | 24 | 5.4 | 0.27] 0.142 | 0.443 | 32.0) 0.1) +++ +) +++ — Very bad 
ed 35 1-5,3. 1 0.27|,0:134.) 0.382 35.1). 0.1. 4+ |e ee teat ly 
5 | 4.4 | 0.43! 0.052 | 0.438 | 11.9} 1.8) +++ — — — Very good 
= | 16 | 4.5 | 0.33| 0.076 | 0.528 |14.4/1.8/++++]++| — vd RETNY 
© | 20 | 4.4 | 0.41 0.081 | 0.605 Bp PAPA area a let — J 
«o | 24 | 4.6 | 0.35) 0.084 | 0.569 | 14.8) 1.5) ++++ | ++ == — z. =f 
= | 39 | 5.2 | 0.37| 0.198 | 0.597 | 33.2| 0.9) ++++ | ++| ++4 + Very bad 
5 | 4.2 | 0.88) 0.027 | 0.199 | 13.6 | 1.0} ++++ ; — Very good 
a | 16 | 3.7 | 0.42| 0.040 | 0.259 | 15.4 | 2.0} ++++ | 4 oe ae 
8 | 20 | 3.7 |0.45| 0.039 | 0.257|15.2|1.9)++++] +] + atl Good 
E | 24 | 3.6 | 0.53] 0.042 | 0.280 | 15.0; 23) ++++] + == a Very good 
+ | 32 | 3.5 | 0.46) 0.030 | 0.226 | 13.3 | 2.6 | +++ — PA a 
37 | 3.6 | 0.40/ 0.036 | 0.250 | 14.4 | 2.6) ++++ — Good 
5 | 3.8 | 0.95] 0.023 | 0.181 |12.7| 1.3) +++ | — | Very good 
Peet Ge 327 | 0.32) 0.032) 0242)) 13.2) 1.8 ae ler | ae eter a 
rs | 20 | 3.7 | 0.33] 0.038 |0.230|16.5/1.9)++++) + | — = nate 
= | 94 | 3.7 | 0.32] 0.030 | 0.218 | 13.8} 1.8) ++++ | + — — 5 5 
& | 32 | 3.7 | 0.27| 0.027 | 0.215 | 12.6) 16) ++++ | 4 — is re 
37 | 3.7 | 0.29| 0.026 | 0.198}13.1/16)/++++]|—}| — | — ae oe 
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obviously have been suboptimal, as large quantities of effluent have been 
drained off in these experiments. : 
From our experiments the conclusion can be drawn that, in ensiling, i 
the type of the green forage determines to a great extent the quality of { 
the silage. This is especially the case at high temperatures. As tempera-_ 
tures under 20°C cannot always be maintained in practice, it appears that . 
forage types poor in sugar should not be ensiled without addition of a ; 
sugar-rich supplement, or that forages poor in sugar should be ensiled ~ 
only in combination with rich in sugar forages. 


Zusammenfassung 


Der px-Wert des fertigen Girfutters ist bei den verschiedenen Griin- — 
futtersorten verschieden. In unseren Versuchen liegen die Minimalwerte — 
fiir Mais, Futterkohl und Riibenkraut niedriger als die fiir die Legumi- © 
nosen. Dies kann teilweise mit der verschiedenen Pufferkapazitat der 
verschiedenen Futtersorten erklart werden. 


Bei allen Griinfuttersorten verlauft die Milchsiuregirung sehr schnell, : 
besonders bei Temperaturen tiber 20°C. Wenn das Ausgangsmaterial 

zuckerreich ist (Mais, Futterkohl), wird so viel Milchsiure gebildet, daB : 
diese die Konservierung des Griinfutters zu gewahrleisten vermag. : 


Bei zuckerarmem Ausgangsmaterial (Luzerne, Klee) werden sehr bald ; 
alle girbaren Kohlenhydrate verbraucht. Die gebildete Milchsiure reicht 
meistens nicht aus, um eine zureichende Konservierung zu sichern. In 
solchen Fallen iiberwiegen bald, besonders bei héheren Temperaturen, — 
proteolytische Prozesse und Buttersiuregiirung. Die Milchsiure wird ver- 
braucht, und das Silo-Futter wird unverwendbar. : 


Verschiedenheiten im Rohfaser-, Fett- und Aschegehalt scheinen _ 
keinen nennenswerten EinfluB auf den Verlauf des Girungsprozesses 
zu haben. Um so mehr scheint der Zucker/Protein- Quotient des Aue 


gangsmateriales ausschlaggebend zu sein. Je héher dieser ist, um so — 


sicherer gelingt die Giarfutterbereitung. { 
Gg 
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Aufnahmebedingungen 


Die Arbeit muB dem Gebiet der Zeitschrift angehéren und wissenschaftlich Neues 
bringen. Arbeiten, die ausschlieBlich praktischen Zwecken dienen, scheiden aus. 
Bei Arbeiten aus Instituten, Kliniken usw. ist eine Erklarung des Direktors oder 
eines Abteilungsleiters beizuftigen, daB er mit der Publikation der Arbeit aus dem 
Institut bzw. der Abteilung einverstanden ist und den Verfasser auf die Auf- 
nahmebedingungen aufmerksam gemacht hat. 

Das Manuskript muB leicht leserlich geschrieben und vollig druckfertig sein; andern- 
falls sind Verz6gerungen im Erscheinen unvermeidlich. Korrekturen im Satz miissen 
auf das sachlich Notwendige beschrankt werden. 

Die Darstellung soll méglichst kurz sein. Ergebnisse dirfen nicht gleichzeitig in 
Tabellen- und Kurvenform dargestellt werden. 

Die Abbildungen sind auf das Notwendigste zu beschrinken, insbesondere die 
Reproduktion von Photos. Vorlagen fiir Diagramme sind in etwa doppelter Repro- 
duktionsgr6Be erwiinscht. 

Bei einleitenden Literaturbesprechungen soll méglichst auf zusammenfassende 
Darstellungen verwiesen und nur das zum, unmittelbaren Verstandnis Notwendige 
gebracht werden. 

Selbstandige kritische Sammelreferate tiber einzelne Gebiete sind erwiinscht. 


Der Arbeit ist eine Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse im Umfang von 
im allgemeinen héchstens 1 Seite anzufiigen. 


_Einfihrung in die Atomphysik 
Von Wolfgang Finkelnburg, Honorarprofessor an der Universitat Erlangen. 
Vierte, verbesserte und erginzte Auflage. Mit 266 Abbildungen. XI, 545 Seiten 


Gr.-8°. 1956. Ganzleinen DM 45,— 
Inhaltsiibersicht: Einleitung. — Atome, Ionen, Elektronen, Atomkerne, Pho- 
tonen. — Atomspektren und Atombau. — Die quantenmechanische Atomtheorie. — 


Die Physik der Atomkerne. — Physik der Molekiile. — Festkorper-Atomphysik. — 
Tabelle der fiir die Atomphysik wichtigsten Konstanten und Beziehungen. — Sach- 
verzeichnis. 
Aus den Besprechungen der dritten Auflage: ... Der Verfasser bezeichnet das 
Werk als eine Einfiihrung und bemitht sich um eine anschauliche Darstellung unter 
-Wahrung der physikalischen Exaktheit. Zweifellos hat er hierin eine Meisterschaft er- 
reicht, welche den auBerordentlichen Erfolg des Buches begriindet. Ein besonderer 
_ Vorzug des Werkes liegt in einer eingehenden Darstellung der experimentellen Metho- 
den, welche die modernste Entwicklung (z. B. Transistorphysik, Laufzeitmethoden der 
Massenspektroskopie) einschlieBt. Aber auch die Behandlung der Theorie eréffnet — 
. durchweg unter Vermeidung ausfiihrlicher Rechnungen — den Weg in das Verstandnis 
der fiir die Behandlung atomphysikalischer Probleme entwickelten Wellen- und Quan- 
-tenmechanik .. . Professor Gerthsen-Karlsruhe in ,,Angewandte Chemie“ 
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Physiologische Chemie 


Ein Lehr- und Handbuch fir Arzte, Biologen und Chemiker 


sten. In zwei Banden. 


Im Juni 1956 erschien: 

Zweiter Band: Der Stoffwechsel q 
Herausgegeben von Professor Dr. B. Flaschentriiger, Alexandria, und Professor Dr 
K. Lehnartz, Miinster i. Westf. ‘ * 


II. Teil, Bandteil a. 


Mit 70 Textabbildungen. TX, 1396 Seiten Gr.-8°. 1956. Ganzleinen DM 186,— 
D. Physiologische Chemie einzelner Lebensvorgiinge und Organe (Fortsetzung). > | 
IV. Biochemie einiger Organe. Leber und Galle. Von Z. Stary, Istanbul. Allgemeines. 
Die Leber im Stoffwechsel anorganischer Stoffe. Die Leber im Kohlenhydratstoffwechsel; 
im Fettstoffwechsel; im Stoffwechsel der Aminosaiuren und der Proteine. Die Nuclein- 
f siiuren der Leber und ihre Bausteine. Die Leber im Vitaminstoffwechsel. Die Leber und 
das endokrine System. Die Entgiftungsfunktion der Leber. Die hepatotropen Cancero- 
gene und ihre Wirkung auf den Leberstoffwechsel. Die Leber im Stoffwechsel der 
Porphyrinsubstanzen und die Ausscheidung der Gallenfarbstoffe. Die Galle. — Muskel. 
Von K. Lohmann, Berlin, und P. Ohlmeyer, Tiibingen. Skeletmuskel. Herzmuskel. 
Glatte Muskeln. — Gehirn und Nerven. Von (€. G. Schmidt, Bad Nauheim. Der 
chemische Aufbau des Zentralnervensystems und der peripheren Nerven. Stoffwechsel 
und Fermente. Stoffwechsel und Funktion des Zentralnervensystems. Chemische Vor- 
giinge bei Erregung und Erregungsleitung. SchluBbemerkung. — Auge und Tranen. 
Von H. Siillmann, Miinster i. Westf. Allgemeines. Die Tranenfliissigkeit. Die — 
haut (Conjunctiva). Die Lederhaut (Sklera). Die Hornhaut (Cornea). Die Linse (Lens — 
crystallina). Das Kammerwasser (Humor aquaeus). Der Glaskérper (Corpus vitreum), — 
Die GefaBhaut (Uvea). Die Netzhaut (Retina). Der Sehnerv (N. opticus). — Namen- 
und Sachverzeichnis, 


Bandteil b und ¢ in Vorbereitung. : 3 


Erster Band: Die Stoffe 
Herausgegeben von Professor Dr. B. Flaschentriiger, Alexandria, unter Mitwirkung 
von Professor Dr. E. Lehnartz, Miinster i. Westf. 

Mit 93 Textabbildungen. VIII, 1600 Seiten Gr.-8°. 1951. Ganzleinen DM 198,— — 
1954 erschien: . 3 
Zweiter Band: Der Stoffwechsel ‘ H 
Herausgegeben von Professor Dr. B. Flaschentriiger, Alexandria, und Professor Dr. : 


~ 


E. Lehnartz, Miinster i. Westf. 


I. Teil, Bandteil a und b. 
Mit 62 Textabbildungen. VI, VI, 1717 Seiten Gr.-8°. 1954. In zwei Teilen gebunden. 
Ganzleinen DM 198,— 
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